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RIASSUNTO	  
	  
Le	  cellule	  muscolari	  lisce	  vascolari	  (Vascular	  Smooth	  Muscle	  Cells,	  VSMC),	  a	  
causa	   della	   loro	   plasticità	   e	   della	   loro	   abilità	   nel	   passare	   da	   un	   fenotipo	  
fisiologico	  a	  uno	  patologico-­‐attivato,	  giocano	  un	  ruolo	  centrale	  nell’insorgenza	  
e	  nella	  progressione	  dell’aterosclerosi	  e	  delle	  malattie	  cardiovascolari.	  	  
Sono	   stati	   individuati	   diversi	   fattori	   responsabili	   della	   modulazione	  
fenotipica.	  
Fra	  le	  molte	  citochine	  e	  fattori	  di	  crescita,	  il	  “Platelet	  Derived	  Growth	  Factor	  
–	   BB”,	   PDGF-­‐BB,	   è	   stato	   indicato	   come	   un	   fattore	   cruciale.	   Inoltre,	   anche	   il	  
fattore	  di	  trascrizione	  Elk-­‐1	  ha	  mostrato	  una	  notevole	  importanza.	  
Si	   è	   cercato,	   attraverso	   due	   diversi	   approcci,	   di	   indagare	   sugli	   effetti	  
molecolari	  sulla	  modulazione	  fenotipica,	  indotti	  da	  questi	  fattori.	  
Per	  il	  primo	  approccio	  è	  stato	  utilizzato	  un	  ribozima	  di	  tipo	  “hammerhead”	  
diretto	  contro	  il	  recettore	  di	  membrana	  PDGFR-­‐β,	  con	  lo	  scopo	  di	  inibire	  la	  via	  
del	   segnale	   del	   PDGF	   in	   colture	   primarie	   di	   VSMC	   di	   maiale.	   I	   ribozimi,	  
complessati	  ad	  un	  veicolo	  cationico	  a	  base	  polimerica,	  sono	  stati	  somministrati	  
alle	   VSMC	  nel	   terreno	   di	   coltura	   consentendo	   il	   loro	   rilascio	   	   all’interno	   delle	  
cellule.	   L’effetto	   osservato	   è	   stato	   un	   indebolimento	   significativo	   del	  
meccanismo	   di	   attivazione	   innescato	   dal	   PDGF-­‐BB.	   Infatti,	   a	   seguito	   del	  
trattamento	   è	   stato	   registrato	   un	   decremento	   sia	   della	   migrazione	   che	   della	  
proliferazione	  cellulare.	  	  
Per	   convalidare	   gli	   effetti	   funzionali	   del	   silenziamento	   del	   PDGFR-­‐β,	  
l’attenzione	  è	  stata	  rivolta	  allo	  stato	  di	  fosforilazione	  di	  due	  proteine,	  la	  PDI-­‐A3	  
e	   l’HSP-­‐60,	   perché	   in	   precedenza	   erano	   state	   identificate	   come	   elementi	  
caratteristici	  dell’attivazione	  fenotipica	  a	  seguito	  di	  stimolazione	  con	  PDGF-­‐BB.	  
È	  interessante	  sottolineare	  che	  la	  fosforilazione	  della	  PDI-­‐A3	  è	  contrastata	  dalla	  
somministrazione	  del	   ribozima,	   suggerendo	   che	   la	  PDI-­‐A3	  è	  un	   fattore	  a	   valle	  
della	   cascata	   del	   segnale	   recettoriale,	   mentre	   la	   fosforilazione	   dell’HSP-­‐60	   è	  
aumentata	   a	   seguito	   del	   trattamento	   con	   il	   ribozima.	   Queste	   osservazioni	  
contrastanti	   suggeriscono	   che	   il	   PDGF-­‐BB	   potrebbe	   innescare	   vie	   del	   segnale	  
parallele	   che	   potrebbero	   essere	   modulate	   dalle	   isoforme	   alternative	   del	  
recettore	  per	  il	  fattore	  di	  trascrizione.	  
Il	  secondo	  approccio	  ha	  previsto	  l’impiego	  di	  un	  decoy	  a	  DNA,	  che	  competa	  
per	   il	   legame	   con	   il	   fattore	   di	   trascrizione	   per	   Elk-­‐1.	  Questa	  molecola	   è	   stata	  
somministrata	   alle	   VSMC	   in	   coltura	   utilizzando	   eritrociti	   magnetici	  
ingegnerizzati	  singenici.	  Il	  protocollo	  di	  ingegnerizzazione	  è	  stato	  ottimizzato,	  e	  
l’effettiva	  internalizzazione	  del	  decoy	  è	  stata	  testata	  tramite	  analisi	  in	  HPLC	  e	  in	  
microscopia	  confocale.	  L’effetto	  del	  decoy	  è	  stato	  verificato	  attraverso	  saggi	  di	  
migrazione	   e	   proliferazione.	   I	   risultati	   hanno	   portato	   alla	   convalida	   dell’Elk-­‐1	  
come	  fattore	  chiave	  nella	  modulazione	  fenotipica.	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In	   definitiva,	   le	   strategie	   di	   silenziamento	   qua	   descritte	   ci	   permettono	   di	  
studiare	  meccanismi	  di	  regolazione	  dell’attivazione	  delle	  VSMC	  con	  lo	  scopo	  di	  
fornire	   nuovi	   punti	   di	   vista	   in	   queste	   complesse	   reti	   di	   segnale,	   attraverso	  
approcci	  vari	  ed	  innovativi.	  
	  Questo	   approccio,	   inoltre,	   apre	   nuove	   e	   attraenti	   prospettive	   negli	   studi	  
funzionali	   dove	   la	   combinazione	   fra	   tecniche	   di	   silenziamento	   e	   analisi	  
proteomica	   potrebbe	   permettere	   l’identificazione	   di	   fattori	   chiave	   e	   di	   nuove	  
reti	   di	   meccanismi	   di	   patogenesi	   implicati	   	   nelle	   malattie	   che	   coinvolgono	   le	  
VSMC.	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INTRODUZIONE	  
	  
Struttura	  dell’introduzione	  
La	   seguente	   introduzione	   partendo	   dall’analisi	   della	   struttura	   e	   delle	  
caratteristiche	   peculiari	   delle	   cellule	   muscolari	   lisce	   vascolari(	   VSMC,Vascular	  
Smooth	   Muscle	   Cells)	   e	   dal	   loro	   coinvolgimento	   nell’insorgenza	   e	   nella	  
progressione	  delle	  patologie	  cardiovascolari,	  si	  prefigge	  da	  un	  lato	  di	  descrivere	  
i	   fattori	   chiave	   legati	   alla	   loro	  modulazione	   fenotipica	   e	  dall’altro	  di	   suggerire	  
eventuali	   strategie	   utili	   a	   contrastare	   eventi	   patogenetici.	   In	   questo	   contesto	  
viene	   discusso	   l’uso	   degli	   oligonucleotidi	   in	   trattamenti	   terapeutici	   definiti	  
genericamente	   “gene	   knock	   down”.	   Questo	   tipo	   di	   terapia	   bene	   si	   adatta	   al	  
silenziamento	   di	   quei	   geni	   che	   sono	   strettamente	   coinvolti	   alla	   modulazione	  
fenotipica	   delle	   VSMC.	   Uno	   dei	   grossi	   problemi	   che	   limita	   questo	   approccio	  
terapeutico	   risiede	   nella	   difficoltà	   della	   veicolazione	   degli	   oligonucleotidi	  
all’interno	  di	  cellule	  e	  tessuti:	  verranno	  dunque	  trattati	  i	  sistemi	  di	  veicolazione	  
più	   usati,	   con	   maggiore	   attenzione	   ai	   poliplessi	   e	   ai	   sistemi	   che	   prevedono	  
l’impiego	  di	  eritrociti.	  
Anatomia	  e	  morfologia	  dei	  vasi	  coronarici	  
La	  circolazione	  coronarica	  è	  deputata	  agli	  scambi	  sanguigni	  necessari	  per	  la	  
perfusione	  del	  muscolo	  cardiaco;	  che	  ha	  bisogno	  di	  una	  profonda	  rete	  vascolare	  
che	   consenta	   una	   costante	   irrorazione.	   Le	   arterie	   coronarie	   permettono	  
all’ossigenazione	  del	  muscolo	  cardiaco,	  mentre	  le	  vene	  coronariche	  rimuovono	  
il	  sangue	  deossigenato	  dal	  cuore.	  
Le	  arterie	  coronarie,	  chiamate	  cosi	  per	  la	  peculiare	  disposizione	  a	  “corona”	  
attorno	   al	   cuore,	   originano	   dall’aorta	   ascendente,	   appena	   sopra	   la	   valvola	  
aortica.	  I	  due	  vasi	  arteriosi	  principali	  sono	  l’arteria	  coronaria	  destra,	  che	  nasce	  
dal	  seno	  aortico	  destro,	  e	   l’arteria	  coronaria	  sinistra	  originata	  dal	  seno	  aortico	  
sinistro.	  
L’arteria	   coronaria	   destra	   è	   deputata	   all’irrorazione	   dell’atrio	   destro,	   di	  
larga	  parte	  del	  ventricolo	  destro,	  della	  parte	  posteriore	  del	  ventricolo	  sinistro	  e	  
della	   parte	   posteriore	   del	   setto	   interventricolare	   mentre	   l’arteria	   coronaria	  
sinistra	  coi	  suoi	  collaterali	  irrora	  l’atrio	  sinistro,	  la	  maggior	  parte	  del	  ventricolo	  
sinistro,	  parte	  del	  ventricolo	  destro	  e	  parte	  anteriore	  del	  setto.	  
La	   struttura	  morfologica	   delle	   arterie	   riflette	   quelle	   che	   sono	   le	   esigenze	  
funzionali	  necessarie	  all’adeguato	  trasporto	  del	  sangue.	  Gli	  elementi	  strutturali	  
principali	  sono	  quattro:	  
• Endotelio:	   forma	   il	   rivestimento	   interno	   del	   vaso,	   composto	   da	   cellule	  
appiattite	  disposte	  in	  monostrato.	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• Fibre	  elastiche:	   rappresentano	   le	   strutture	   responsabili	  delle	  proprietà	  di	  
resistenza	  delle	  arterie.	  
• Fibre	  collagene:	  conferiscono	  la	  deformabilità	  al	  vaso.	  
• Cellule	   muscolari:	   a	   cui	   spettano	   le	   capacità	   di	   modificare	   attivamente	  
l’ampiezza	  del	  lume	  arterioso.	  
Le	   arterie	   coronarie	   appartengono	   alla	   classe	   delle	   arterie	   di	   medio	   e	  
piccolo	   calibro	   di	   tipo	   muscolare,	   avendo	   un	   diametro	   compreso	   fra	   7	   e	   0,1	  
mm.	   La	   parete	   è	   costituita	   da	   tre	   tonache	   concentriche	   denominate,	  
dall’interno	  all’esterno:	  intima,	  media,	  avventizia	  (figura	  1).	  
La	   tonaca	   intima	   è	   sempre	   sottile	   ed	   è	   formata	   da	   cellule	   endoteliali	  
allungate	   in	   direzione	   longitudinale,	   che	   poggiano	   su	   un	   sottile	   strato	  
sottoendoteliale;	  è	  delimitata	  esternamente	  dalla	  lamina	  elastica	  interna.	  
La	   tonaca	   media	   forma	   circa	   la	   metà	   dello	   spessore	   della	   parete,	   è	  
costituita	  prevalentemente	  da	  fascetti	  di	  cellule	  muscolari	   lisce	  ad	  andamento	  
circolare,	  intercalate	  a	  fasci	  elastici	  e	  collagene.	  In	  corrispondenza	  della	  zona	  di	  
confine	   con	   l’avventizia	   il	  materiale	   elastico	   si	   addensa	   a	   formare	  una	   lamina	  
elastica	   esterna	   composta	   da	   grossi	   fasci	   intrecciati	   a	   rete,	   a	   decorso	  
prevalentemente	  longitudinale.	  
La	   tonaca	   avventizia	   è	   piuttosto	   sviluppata	   ed	   è	   composta	   da	   fasci	   di	  
collagene	   intrecciati	   con	   fibre	   elastiche	   che	   continuano	   con	   il	   tessuto	  
connettivo	   perivascolare:	   qui	   sono	   presenti	   piccoli	   vasi	   sanguigni,	   detti	   vasa	  
vasorum	  (AA.VV.	  1993)	  
	  
	  
Figura	  1.	  Schema	  tridimensionale	  di	  un’arteria	  di	  tipo	  muscolare.	  A	  partire	  dall’interno,	  in	  
rosa	  chiaro,	  l’endotelio;	   in	  azzurro	  le	  membrane	  elastiche,	  interna	  ed	  esterna;in	  rosa	  scuro	  gli	  
elementi	  muscolari	  della	  tonaca	  media;	  in	  grigio	  il	  collagene	  avventiziale	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Cellule	  muscolari	  lisce:	  definizione	  e	  caratteristiche	  
Le	   cellule	   muscolari	   lisce,	   VSMC	   (Vascular	   Smooth	  Muscle	   Cells),	   sono	   le	  
componenti	   principali	   dello	   strato	  mediale	  delle	   arterie,	   e	   si	   trovano	  disposte	  
lungo	  la	  circonferenza	  del	  vaso.	  
Possiedono	  sia	  proprietà	  contrattili,	  dovuta	  all’interazione	   tra	  SM-­‐α-­‐actina	  
e	   la	   catena	   pesante	   della	  β-­‐miosina;	   che	   secretorie,	   in	  modo	   da	   assicurare	   la	  
sintesi	   e	   la	   riparazione	   della	   matrice	   extra-­‐cellulare	   (ECM)	   e	   da	   regolare	   la	  
struttura	  della	  parete	  del	  vaso.	  Sono	  caratterizzate	  dalla	  possibilità	  di	  cambiare	  
il	  proprio	  fenotipo,	  passando	  da	  uno	  stato	  quiescente	  a	  uno	  stato	  proliferativo.	  
A	   causa	  di	  queste	   caratteristiche,	   le	  VSMC	  sono	  elementi	   fondamentali	  per	   la	  
funzione	  e	  la	  struttura	  della	  parete	  dell’arteria	  e	  ne	  regolano	  l’omeostasi.	  
Uno	   sbilanciamento	   di	   questi	   delicati	   equilibri	   porta	   inevitabilmente	   a	  
disfunzioni	   della	   parete	   e	   malattie	   vascolari:	   per	   questo	   motivo	   le	   VSMC	  
rappresentano	  un	  interessante	  oggetto	  di	  analisi,	  sia	  come	  modello	  per	  indagini	  
di	  ricerca	  di	  base,	  sia	  per	  gli	  studi	  clinici	  delle	  malattie	  cardiovascolari.	  
Le	   VSMC	   hanno	   la	   caratteristica	   peculiare	   di	   mostrare	   differenti	   fenotipi,	  
poiché,	  pur	  specializzate	  negli	  organismi	  maturi,	  mantengono	  un	  elevato	  grado	  
di	  plasticità.	  La	  modifica	  fenotipica	  avviene	  come	  risposta	  a	  diversi	  stimoli	  quali	  
i	   mediatori	   dell’infiammazione,	   i	   fattori	   di	   crescita,	   gli	   stress	   meccanici,	   le	  
interazioni	  cellula-­‐	  cellula	  e	  cellula-­‐matrice	  (Owens,	  2004).	  
In	   condizioni	   fisiologiche,	   le	   VSMC	   sono	   cellule	   altamente	   specializzate,	  
largamente	   quiescenti,	   deputate	   alla	   regolazione	   del	   tono	   dei	   vasi.	   Di	  
conseguenza,	  controllano	  la	  distribuzione	  del	  flusso	  e	  la	  pressione	  sanguigna.	  La	  
loro	   attività	   migratoria	   è	   molto	   bassa	   e	   sono	   in	   grado	   di	   esprimere	   un	  
repertorio	  unico	  e	   specifico	  di	   proteine	   contrattili,	   canali	   ionici,	   e	  molecole	  di	  
segnale	   che	   le	   distinguono	   da	   tutti	   gli	   altri	   tipi	   cellulari.	   In	   seguito	   a	   danno	  
vascolare,	   le	   VSMC	   possono	   modificare	   il	   proprio	   fenotipo	   acquisendo	   un	  
consistente	   grado	   di	   proliferazione,	   capacità	   di	   migrare	   e	   sviluppando	   una	  
estensiva	  attività	  di	   sintesi	  proteica:	  queste	  proprietà	  hanno	  un	   ruolo	  cruciale	  
negli	  eventi	  di	  riparazione	  dei	  danni	  vascolari.	  
L’alta	   plasticità	   ha	   però	   anche	   un	   effetto	   negativo,	   poiché	   può	   indurre	  
l’insorgenza	   e	   la	   progressione	   di	   alcune	   patologie	   vascolari,	   tra	   cui	  
l’aterosclerosi	   e	   l’ipertensione,	   malattie	   multifattoriali	   in	   cui	   i	   complessi	  
cambiamenti	   che	   si	   accompagnano	   allo	   stato	   differenziato	   delle	   VSMC	   sono	  
molto	   rilevanti.	   Si	   può	   infatti	   avere	   un’alterata	   espressione	   delle	   proteine	  
contrattili,	   un’aumentata	   produzione	   della	   matrice,	   l’espressione	   di	   citochine	  
infiammatorie,	  di	  marker	  cellulari	  e	  la	  produzione	  di	  proteasi.	  
Chamley-­‐Campbell	   et	   al.	   (1979)	   definirono	   per	   la	   prima	   volta	   come	  
“modulazione	   fenotipica”	   l’insieme	   dei	   cambiamenti	   morfologici	   e	   funzionali	  
mostrati	  dalle	  VSMC	  in	  risposta	  ai	  segnali	  ambientali.	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VSMC:	  la	  modulazione	  fenotipica.	  
La	   modulazione	   fenotipica	   delle	   VSMC	   (figura	   2)	   è	   stata	   oggetto	   di	  
numerose	  pubblicazioni,	  incentrate	  sull’espressione	  di	  proteine	  universalmente	  
riconosciute	  come	  marcatori	  per	  lo	  stato	  differenziato.	  Il	  marcatore	  più	  noto	  e	  
maggiormente	   studiato	   è	   indubbiamente	   la	   SM-­‐α-­‐actina;	   altri,	   anch’essi	  
largamente	   usati,	   sono	   la	   SM-­‐MHC,	   la	   desmina,	   l’h-­‐calponina,	   l’SM-­‐22α,	   l’h-­‐
caldesmone,	  la	  metavinculina,	  la	  telochina	  e	  la	  smootelina.	  	  
In	  generale,	   le	  VSMC	  quiescenti	   sono	  più	  piccole	  di	  quelle	  attivate,	  hanno	  
forma	   affusolata	   e	   allungata	   ed	   esprimono	   in	   maniera	   abbondante	   proteine	  
caratteristiche	  per	  la	  contrattilità.	  La	  loro	  capacità	  proliferativa	  è	  estremamente	  
ridotta	  e	  non	  sono	  in	  grado	  di	  migrare.	  Le	  cellule	  attivate	  invece	  mostrano	  una	  
diminuzione	   nell’espressione	   dei	   marcatori	   specifici	   delle	   attività	   contrattili,	  
un’aumentata	  produzione	  di	  matrice	  extracellulare	   (soprattutto	  collagene	   III	  e	  
fibronectina)	  e	  di	  metalloproteinasi	  di	  matrice	  (MMP-­‐1	  e	  MMP-­‐3),	  che	  facilitano	  
il	   movimento	   attraverso	   la	   degradazione	   della	   matrice	   [Gerthoffer,	   2007].	  
Inoltre,	   l’osteopontina	   (OPN)	   è	   preferenzialmente	   espressa	   dal	   fenotipo	  
sintetico,	   e	   la	   tropomiosina	   4	   è	   un	  marcatore	   per	   le	   cellule	   attivate	   durante	  
l’aterosclerosi.	  
	  
	  
Figura	   2.	   Rappresentazione	   schematica	   degli	   estremi	   fenotipici	   mostrati	   dalle	   VSMC:	  
cellule	  attivate	  (a	  sinistra),	  chiamate	  anche	  proliferanti	  o	  dedifferenziate;	  e	  cellule	  contrattili	  (a	  
destra)	  chiamate	  anche	  quiescenti	  o	  differenziate.	  
	  
Questo	   scenario,	   di	   per	   sé	   complesso,	   è	   reso	   ancora	   più	   complicato	   dal	  
concetto,	   largamente	  accettato,	  di	  eterogeneità	   fenotipica	  e	  dall’evidenza	  che	  
dalla	   tunica	   media	   delle	   arterie	   normali	   possono	   essere	   isolate	   almeno	   due	  
differenti	  cloni	  cellulari:	  le	  s-­‐VSMC,	  “spindle-­‐shape”	  dalla	  morfologia	  allungata,	  
e	   le	   r-­‐VSMC,	   “rhomboid”	   o	   epiteliali,	   di	   forma	   romboidale	   (Hao	   et	   al,	   2002).	  
Queste	   due	   popolazioni	   (figura	   3)	   mostrano	   differenti	   peculiarità:	   l’attività	  
migratoria,	   per	   esempio	   è	   tipica	   delle	   cellule	   romboidi.	   Questa	   differenza	  
spiega	   perché	   differenti	   tecniche	   di	   isolamento	   delle	   cellule	   portano	  
all’ottenimento	  di	  una	  popolazione	  piuttosto	  che	  di	  un’altra.	  Infatti,	  le	  cellule	  r-­‐
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VSMC	   vengono	   isolate	   solamente	   con	   l’espianto	   da	   tessuto,	   mentre	   la	  
digestione	   enzimatica	   permette	   la	   separazione	   delle	   cellule	   s-­‐VSMC.	   Questo	  
perché	   le	   cellule	   romboidali	   sono	   localizzate	   prevalentemente	   sulla	   zona	  
abluminale	   della	   tunica	   media	   e	   si	   recuperano	   soprattutto	   dalla	   neointima	  
indotta	   da	   stent.	   Le	   cellule	   r-­‐VSMC	  mostrano	   sempre	   un’aumentata	   capacità	  
proliferativa,	  un’alta	  attività	  proteolitica	  e	  un	  basso	  livello	  di	  differenziamento,	  
come	   dimostrato	   dalla	   ridotta	   espressione	   di	   proteine	   contrattili	   e	   del	  
citoscheletro	   come	   la	   desmina,	   la	   SM-­‐MHC,	   la	   smootelina.	   Vengono	   anche	  
definite	   “atherome-­‐prone	   cells”,	   cioè	   di	   cellule	   che	   predispongono	   alla	  
formazione	   dell’ateroma	   poiché	   sembrano	   rappresentare	   una	   particolare	  
sottopopolazione	   di	   VSMC	   che	   migra	   nella	   zona	   sotto-­‐endoteliale	   e	   risulta	  
essere	  la	  principale	  responsabile	  dell’ispessimento	  dell’intima	  (Hao	  et	  al.	  2003).	  
Altra	   complicazione	   arriva	   dal	   concetto	   che	   le	   cellule	   s-­‐VSMC	   possono	  
passare	  al	   fenotipo	  r-­‐VSMC	  a	  seguito	  di	  stimolazione	  con	  fattori	  quali	   il	  PDGF-­‐
BB	  (platelet-­‐derived	  growth	  factor-­‐BB),	  l’	  FGF-­‐2	  (fibroblast	  growth	  factor-­‐2)	  o	  se	  
poste	  in	  co-­‐coltura	  con	  cellule	  endoteliali.	  
Tuttavia	   non	   è	   chiaramente	   definito	   se	   le	   s-­‐VSMC	   e	   le	   r-­‐VSMC	  
rappresentino	   diverse	   popolazioni	   di	   cellule	   completamente	   differenziate,	  
oppure	   se	   corrispondano	   alla	   stessa	   popolazione	   cellulare	   in	   stadi	   diversi	   di	  
differenziamento.	   Lo	   svantaggio	   maggiore	   in	   tale	   questione	   risiede	   nella	  
difficoltà	  di	   trovare	  un	  marcatore	  specifico	  del	   fenotipo	  proliferativo.	  Finora	  è	  
stato	   descritto	   come	   marcatore	   delle	   r-­‐VSMC,	   la	   proteina	   S100-­‐A4,	   che	  
aumenta	   la	   sua	   espressione	   nelle	   VSMC	   con	  maggiore	   attività	   proliferativa	   e	  
migratoria	  (Brisset	  et	  al,	  2007).	  
Definire	  dunque	  le	  VSMC	  in	  modo	  preciso	  è	   impossibile	  e	  diventa	  alla	  fine	  
un	   puro	   esercizio	   di	   semantica:	   per	   questo	   motivo	   da	   qui	   in	   poi	   le	   cellule	  
migranti,	   proliferanti,	   e	   meno	   differenziate,	   verranno	   chiamate	   “attivate”,	  
mentre	   quelle	   contrattili	   e	   maggiormente	   differenziate,	   verranno	   chiamate	  
“quiescenti”	  (Cecchettini	  et	  al,	  2011).	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Figura	   3.	   VSMC	   con	   fenotipo	   “s”	   (spindle-­‐shape)	   e	   “r”	   (rhomboid):	   i	   riquadri	   A	   e	   B	  
mostrano	  VSMC	  “s”	  quiescenti	  ottenute	  dopo	  3	  giorni	  di	  coltura	  in	  mezzo	  senza	  siero.	  I	  riquadri	  
C	  e	  D	  mostrano	  VSMC	  “r”	  attivate.	  I	  riquadri	  A	  e	  B	  permettono	  l’identificazione	  dei	  mitocondri	  
grazie	  al	   trattamento	  con	  un	  anticorpo	  anti	  Hsp-­‐60,	   i	   riquadri	  B	  e	  D	  mostrano	   il	   citoscheletro	  
grazie	   al	   trattamento	   con	   la	   falloidina,	   un	   marcatore	   specifico	   per	   i	   filamenti	   di	   actina	  
(Cecchettini	  et	  al.,	  2011).	  
	  
Regolazione	  della	  diversità	  fenotipica	  delle	  VSMC	  
I	   fattori	   che	   controllano	   le	   capacità	   di	   contrazione,	   proliferazione,	  
migrazione	   e	   secrezione	   nelle	   VSMC	   sono	   numerosi,	   e	   tra	   questi	   ricordiamo:	  
forze	   meccaniche,	   agonisti	   della	   contrazione	   quali	   l’angiotensina	   II	   (Ang-­‐II),	  
matrice	  extracellulare,	  specie	  reattive	  dell’ossigeno	  (ROS),	  interazioni	  fra	  VSMC	  
ed	   endotelio,	   fattori	   di	   crescita	   tra	   i	   quali	   il	   PDGF,	   il	   TGF-­‐β1,	   e	  molti	   altri.	   La	  
modulazione	  fenotipica	  è	  dunque	  dipendente	  da	  una	  complessità	  di	  interazioni	  
e	   da	   una	   molteplicità	   di	   segnali	   che	   realizza	   l’affermazione	   di	   uno	   specifico	  
profilo	  di	  espressione	  genica.	   In	  generale	   il	   flusso	  di	   comunicazione	   fra	   fattori	  
extra-­‐	  ed	  intra-­‐cellulari	  si	  si	  può	  descrivere	  come	  insieme	  di	  segnali	  “outside-­‐in”	  
(cioè	   dall’esterno	   all’interno	   della	   cellula)	   e	   “inside-­‐out”	   (	   dall’interno	  
that facilitate the movement of cells by degrading the matrix (Gerthoffer,
2007). Osteopontin (OPN) is also preferentially expressed by synthetic
VSMCs (Giachelli et al., 1995; Panda et al., 1997), and tropomyosin-4 has
been reported to be a marker for the activated cells during atherosclerosis
(Abouhamed et al., 2003).
At present, this panorama is further complicated by the widely accepted
concept that VSMCs present phenotypic heterogeneity and by the evidence
that different populations can be isolated from normal arterial media. At
least two distinct cell clones have been described in a variety of species: the
spindle-shaped VSMCs (s-VSMCs) and the epithelioid or rhomboid
VSMCs (r-VSMCs; Fig. 2.1). These populations exhibit different features,
the migratory capacity representing the main specific characteristic of the
rhomboid cells (Hao et al., 2002). This activity is crucial for the isolation of
A B
C D
Figure 2.1 Spindle-shaped and rhomboid VSMC phenotypes. Upper panels (A) and
(B) show quiescent spindl -shaped VSMCs obtained after 3 days of serum deplete
cultures. Lower panels (C) and (D) show proliferating rhomboid VSMC cells. Fluores-
cent anti-Hsp60 antibodies allow the identification of mitochondria (panel A and C);
phalloidin depicts actin cytoskeleton (panels B and D).
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all’esterno	  della	  cellula):	  il	  bilancio	  fra	  queste	  due	  direzioni	  della	  comunicazione	  
regola	  lo	  stato	  fenotipico	  della	  cellula	  (figura	  4).	  
I	  segnali	  extracellulari	  possono	  essere	  meccanici,	  fisici,	  chimici,	  biochimici	  e	  
cellulari,	  e	  hanno	  la	  caratteristica	  comune	  di	  dovere	  essere	  tradotti	  da	  elementi	  
presenti	   nella	  membrana	   cellulare	   come	   i	   recettori	   per	   i	   fattori	   di	   crescita,	   le	  
integrine,	   le	   molecole	   di	   adesione	   e	   connessione	   e	   i	   canali	   ionici.	   Le	  
caratteristiche	   chimico-­‐fisiche	   delle	   membrane	   giocano	   un	   ruolo	   molto	  
importante	   in	   questo	   meccanismo,	   e	   contribuiscono,	   fra	   le	   altre	   cose,	   al	  
raggruppamento	   di	   alcuni	   fattori	   (clustering).	   Tutti	   questi	   elementi	  
all’interfaccia	   tra	   esterno	   ed	   interno,	   attivano	   una	   serie	   di	   cascate	   di	   segnali	  
intracellulari	   che	   avviano	   la	   trascrizione	   di	   specifici	   geni	   e	   la	   sintesi	   di	  
determinate	  proteine.	  
	  
Figura	   4.	   Attivazione	   della	   cellula	   a	   seguito	   di	   stimoli	   extra-­‐cellulari.	   Le	   cellule	  
percepiscono	   l’ambiente	   circostante	  attraverso	  elementi	  di	   superficie	  dinamici	   la	   cui	   risposta	  
innesca	   una	   serie	   di	   meccanismi	   di	   segnale.	   Questi	   segnali	   arrivano	   fino	   al	   nucleo	   dove	   un	  
insieme	  di	  geni	  vengono	  attivati	  in	  modo	  coordinato.	  
	  
	  
Le	   cascate	   di	   segnale	   provocano	   una	   immediata	   risposta	   a	   livello	  
proteico	  soprattutto	  per	  quanto	  riguarda	  le	  modifiche	  post-­‐traduzionali	  (PTMs).	  
Queste,	   a	   loro	   volta,	   innescano	   cambiamenti	   sia	   nella	   localizzazione	   che	  nella	  
funzionalità	   delle	   diverse	   proteine.	   Il	   risultato	   è	   un	   profondo	   mutamento	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morfologico	   dovuto	   al	   rimodellamento	   del	   citoscheletro	   che	   è	   alla	   base	   della	  
modulazione	  fenotipica	  delle	  VSMC.	  
Le	   VSMC	   sono	   in	   grado	   di	   sintetizzare	   nuovi	   enzimi,	   proteine	   di	  membrana	   e	  
della	   matrice,	   di	   interagire	   con	   l’ambiente	   esterno,	   e	   di	   mandare	   segnali	  
attraverso	   la	   via	   di	   comunicazione	   “inside-­‐out”(figura	   5).	  Questo	   è	   funzionale	  
alla	   preparazione	   di	   un	   ambiente	   circostante	   utile	   alla	   migrazione.	   Anche	   le	  
VSMC	  infatti	  producono	  a	  loro	  volta	  fattori	  di	  crescita	  e	  chemochine	  quali	  IGF-­‐1,	  
β-­‐FGF,	   TGF-­‐β,	   TNF-­‐α,	   HB-­‐EGF,	   IL-­‐1,	   e	   PDGF,	   che	   esercitano	   effetti	   autocrini	   e	  
paracrini.	  
	  
Figura	  5.	  Reazione	  della	  cellula	  agli	  stimoli	  extracellulari.	  Le	  proteine	  modificate	  e	  quelle	  di	  
nuova	  sintesi	  innescano	  una	  serie	  di	  profondi	  cambiamenti.	  Diversi	  fattori	  inducono	  lo	  stabilirsi	  
di	   un	   nuovo	   fenotipo:	   l’attivazione	   di	   vie	   metaboliche	   alternative,	   il	   rimodellamento	   del	  
citoscheletro,	  l’esposizione	  a	  un	  differente	  repertorio	  di	  proteine	  di	  membrana	  e	  la	  secrezione	  
di	  nuovi	  fattori.	  
	  
Molti	   fattori	   che	   modulano	   l’attivazione	   delle	   VSMC	   possono	   essere	  
associati	   alle	   vie	   di	   comunicazione	   “inside-­‐out”	   e	   “outside-­‐in”	   tra	   le	   cellule	   e	  
l’ambiente	  circostante,	  di	  seguito	  si	  analizzeranno	  quelli	  più	  indicativi.	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Ambiente	  extracellulare	  e	  recettori	  per	  le	  integrine	  	  
Gli	  elementi	  della	  matrice	  extracellulare,	   come	   il	   collagene,	   la	   laminina,	   la	  
fibronectina,	   e	   la	   trombospondina,	   sono	   tutti	   importanti	   nel	   promuovere	   la	  
migrazione	  delle	  VSMC.	  Fra	  le	  proteine	  extracellulari	   l’osteopontina	  (OPN)	  e	  la	  
trombospondina-­‐1	  (TSP-­‐1)	  sono	  largamente	  studiate,	  entrambe	  contribuiscono	  
allo	   sviluppo	   dell’aterosclerosi:	   l’osteopontina	   è	   infatti	   implicata	   nella	   via	   del	  
segnale	  dell’integrina	  αvβ3,	  e	   la	  trombospondina	  è	  una	  proteina	  della	  matrice	  
cellulare	  che	  stimola	  la	  proliferazione	  e	  la	  migrazione	  delle	  VSMC.	  
Il	  segnale	  cellulare	  mediato	  dalle	  integrine	  è	  spesso	  un	  segnale	  regolatorio	  
che	   conduce	   alla	   proliferazione	   cellulare:	   la	   fibronectina	   (che	   interagisce	   con	  
l’integrina)	   per	   esempio	   favorisce	   il	   fenotipo	   attivato	   attraverso	   l’induzione	  
della	  via	  del	  segnale	  delle	  ERK-­‐MAP	  chinasi.	  D’altra	  parte,	  è	  stato	  riportato	  che	  
l’integrina	   α7β1	   influenza	   negativamente	   la	   crescita	   cellulare	   e	   promuove	   il	  
fenotipo	   quiescente.	   Questo	   è	   dovuto	   probabilmente	   al	   fatto	   che	   l’integrina	  
α7β1	   lega	   la	   laminina,	   e	   questo	   attraverso	   la	   via	   del	   segnale	   connessa	   con	   la	  
p38	  MAP	  chinasi,	  permette	  di	  conservare	  il	  fenotipo	  quiescente.	  
Altro	   fattore	   che	   influenza	   notevolmente	   il	   fenotipo	   cellulare	   è	   la	   forza	  
meccanica	  esterna:	  per	  esempio,	  è	  stato	  dimostrato	  che	  la	  rigidità	  del	  substrato	  
agisce	  sul	  comportamento	  delle	  VSMC	  nella	  patogenesi	  delle	  malattie	  vascolari.	  
Cambiamenti	  nella	  rigidità	  modulano	  le	  vie	  di	  comunicazione	  fra	  le	  integrine	  e	  i	  
recettori	   di	  membrana.	  Questi	  meccanismi	   coinvolgono	   i	   domini	   lipidici	   “lipid	  
rafts”	  di	  membrana	  che	  assumono	  un	  ruolo	  centrale	  nelle	  vie	  di	  trasduzione	  del	  
segnale	  dei	  recettori	  di	  superficie.	  Ad	  esempio	  a	  seguito	  della	  stabilizzazione	  dei	  
domini	   lipidici,	   il	   recettore	   per	   il	   PDGF	   viene	   reclutato	   all’interno	   di	   questi	  
domini.	  
La	  via	  matrice	  extracellulare/integrine/adesione	  focale	  è	  importante	  anche	  
per	  la	  regolazione	  della	  trascrizione	  genica	  e	  per	  il	  differenziamento	  in	  risposta	  
a	  stimoli	  meccanici,	  che	  sono	  importanti	  nelle	  arterie,	  essendo	  continuamente	  
soggette	   a	   tensioni	   meccaniche	   dovute	   alla	   pressione	   sanguigna.	   A	   questo	  
proposito	   è	   certamente	   molto	   importante	   l’actina	   citoscheletrica:	   la	   sua	  
degradazione	   è	   un	   fattore	   chiave	   e	   precoce	   nell’induzione	   della	  modulazione	  
fenotipica,	   e	   dunque	   l’actina	   citoscheletrica	   può	   essere	   considerata	   come	   un	  
sensore	  meccanico	  che	  è	  in	  grado	  di	  intervenire	  nella	  regolazione	  trascrizionale	  
a	  seguito	  di	   segnali	  meccanici	  che	  arrivano	  dalla	  matrice	  extracellulare	  e	  dalla	  
membrana	  cellulare	  fino	  al	  nucleo.	  
E’	   importante	   a	   questo	   punto	   sottolineare	   come	   la	   comunicazione	   fra	  
l’endotelio	   e	   le	   VSMC	   sia	   fondamentale	   per	   il	   mantenimento	   delle	   corrette	  
strutture	   e	   delle	   funzioni	   vascolari,	   e	   anche	   se	   gli	   studi	   “in	   vitro”	   vengono	  
spesso	   eseguiti	   su	   monocolture,	   non	   è	   possibile	   trascurare	   l’influenza	   delle	  
cellule	  endoteliali	  sul	  fenotipo	  delle	  VSMC.	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La	   secrezione	   di	   NO,	   prostacicline	   ed	   endotelina	   agisce	   sulle	   VSMC	   per	  
regolare	  il	  tono	  del	  vaso:	  questa	  comunicazione	  incrociata	  è	  bidirezionale	  ed	  è	  
fondamentale	  nel	  mantenimento	  dell’omeostasi	  delle	  VSMC.	  Le	  VSMC,	   infatti,	  
sono	   in	   grado	   di	   inibire	   la	   produzione	   di	   endotelina-­‐1	   da	   parte	   delle	   cellule	  
endoteliali.	  Questo	  argomento	  è	  oggetto	  di	  studio	  da	  numerosi	  anni,	  ed	  è	  stato	  
osservato	  come	   le	  cellule	  dell’endotelio	  promuovano	   il	  differenziamento	  delle	  
VSMC	  da	  un	   fenotipo	   sintetico	  a	  un	   fenotipo	  contrattile,	   come	  misurato	  dalla	  
morfologia	   cellulare,	   dalla	   differente	   espressione	   dei	  marcatori	   proteici,	   dalla	  
contrattilità	  cellulare	  attraverso	  l’attivazione	  della	  via	  della	  PI3	  chinasi/	  Akt.	  
	  
Fattori	  di	  crescita	  mediati	  da	  recettori	  e	  mediatori	  per	  l’infiammazione	  	  
Ad	   oggi,	   il	   PDGF-­‐BB,	   prodotto	   da	   macrofagi	   e	   piastrine	   attivate,	   rimane	  
l’unico	   fattore	   dimostrato	   come	   promotore	   selettivo	   e	   diretto	   della	  
modulazione	  fenotipica.	  
Numerosi	   autori	   hanno	   dimostrato	   che	   il	   trattamento	   delle	   VSMC	   con	   il	  
PDGF-­‐BB	  è	  associato	  ad	  un	  rapido	  decremento	  di	  numerosi	  geni	  marcatori	  del	  
differenziamento	   e	   dunque	   questo	   fattore	   è	   in	   grado	   di	   stimolare	   la	  
proliferazione	  e	  la	  migrazione	  delle	  VSMC.	  
Il	   ruolo	   del	   recettore	   per	   il	   PDGF	   è	   stato	   descritto	   in	  modelli	   post-­‐danno	  
vasale	  ed	  è	  stato	  analizzato	  in	  arterie	  coronarie	  umane	  a	  seguito	  di	   intervento	  
di	  angioplastica.	  Il	  PDGF	  inoltre	  induce	  indirettamente	  la	  sintesi	  di	  altri	  fattori	  di	  
crescita	  come	  l’EGF	  e	  l’FGF-­‐2,	  portando	  così	  ad	  una	  attivazione	  a	  lungo	  termine.	  
Fra	   i	   fattori	   di	   crescita,	   il	   TGF-­‐β	   ha	   la	   caratteristica	   di	   promuovere	   il	  
differenziamento	  delle	  VSMC,	  mostrando	  un	  effetto	  opposto	  a	  quello	  del	  PDGF,	  
e	  questo	  effetto	  potrebbe	  essere	  protettivo	  in	  diversi	  stati	  patologici.	  
Per	   quanto	   riguarda	   invece	   i	   dati	   riguardanti	   l’IGF-­‐1	   (Insuline	   Growth	  
Factor-­‐1)	   sull’attivazione	   delle	   VSMC,	   i	   risultati	   sono	   contradditori.	   Alcuni	  
risultati,	  infatti,	  hanno	  dimostrato	  che	  le	  VSMC	  coltivate	  in	  presenza	  di	  laminina	  
conservano	   un	   fenotipo	   differenziato	   quando	   sono	   trattate	   con	   IGF.	   Questo	  
meccanismo	   è	   mediato	   dal	   recettore	   per	   l’IGF	   (IGF-­‐R)	   e	   dalla	   successiva	  
attivazione	   della	   via	   del	   PI3K/AKT.	   IGF-­‐1	   potrebbe	   regolare	   la	   modulazione	  
fenotipica	   attraverso	   la	   via	   del	   substrato	   1	   del	   recettore	   insulinico	   (IRS-­‐
1)/P13K/AKT).	   Altri	   autori	   hanno	   dimostrato	   gli	   effetti	   della	   stimolazione	   da	  
IGF-­‐1	  sulla	  proliferazione	  e	  migrazione	  delle	  VSMC	  attraverso	  le	  vie	  della	  PI-­‐3	  e	  
delle	  MAP	  chinasi.	  Inoltre,	  nelle	  VSMC	  venose	  i	  segnali	  IGF-­‐1/IGF-­‐R	  sono	  attivati	  
dalle	   forze	  meccaniche	   attraverso	   il	   fattore	   di	   trascrizione	  meccano-­‐sensitivo	  
Egr-­‐1	  che	  porta	  alla	  proliferazione	  e	  alla	  formazione	  della	  neointima.	  
Questo	   panorama	   è	   ulteriormente	   complicato	   da	   Radhakrishnan	   et	   al.	  
(2010):	   in	   questo	   lavoro	   si	   propone	   che	   il	   livello	   di	   glucosio	   sia	   determinante	  
per	  l’effetto	  dell’IGF-­‐1	  nell’attivazione	  delle	  VSMC.	  L’esposizione	  ad	  alti	  livelli	  di	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glucosio	  sembrerebbe	   infatti	  attenuare	   il	  segnale	  di	   IRS-­‐1,	  e	  allo	  stesso	  tempo	  
stimolare	   la	   fosforilazione	   di	   SHPS-­‐1	   (SH2	   domain-­‐containing	   protein	   tyrosine	  
phosphatase	   substrate-­‐1),	   portando	   ad	   un	   incremento	   della	   proliferazione	   e	  
della	   migrazione.	   SHPS-­‐1	   è	   infatti	   una	   proteina	   integrale	   di	   membrana	   che	  
funziona	   da	   impalcatura	   per	   il	   complesso	   segnale	   multi-­‐proteico	   che	   viene	  
assemblato	  in	  risposta	  all’IGF-­‐1.	  Questi	  dati	  offrono	  interessanti	  elementi	  per	  la	  
comprensione	   dell’importante	   legame	   tra	   la	   malattia	   cardiovascolare	   e	   il	  
diabete.	   A	   questo	   proposito	   è	   utile	   porre	   l’accento	   su	   come	   esista	   una	  
correlazione	   fra	   l’attivazione	  delle	  VSMC	  e	   l’iper-­‐glicemia	   con	  un	  meccanismo	  
αvβ3	  dipendente	  e	  che	  la	  crescita	  cellulare	  è	  indotta	  attraverso	  la	  via	  Rho.	  
Il	   diabete	   di	   tipo	   II	   e	   la	   sindrome	   metabolica	   sono	   associati	   ad	   un	   altro	  
rischio	   di	   aterosclerosi	   e	   restenosi,	   benché	   il	   ruolo	   dell’insulina	   nella	  malattia	  
cardiovascolare	   sia	   ancora	   piuttosto	   controverso.	   Infatti,	   aumentate	  
concentrazioni	   di	   insulina	   sono	   state	   identificate	   come	   un	   fattore	   di	   rischio	  
nelle	   malattie	   cardiovascolari	   e	   di	   recente	   è	   stato	   dimostrato	   il	   loro	   ruolo	  
cruciale	   nell’attivazione	   della	   migrazione	   e	   della	   proliferazione	   dellle	   VSMC.	  
Perciò	  alcuni	  autori	  considerano	  l’insulina	  pro-­‐aterogenica;	  altri	  pensano	  che	  gli	  
effetti	  nella	  promozione	  dell’aterogenesi	  siano	  imputabili	  all’insulino-­‐resistenza	  
che	  si	  manifesta	  sia	  nel	  diabete	  che	  nella	  sindrome	  metabolica	  
La	   risposta	   infiammatoria	   è	   un	   noto	   fattore	   chiave	   negli	   stadi	   precoci	  
dell’aterosclerosi	  e	  della	  restenosi.	  Citochine	  pro-­‐infiammatorie,	  come	  il	  tumor	  
necrosis	   factor	   α	   (TNF-­‐α)	   e	   l’interleuchina-­‐6	   (IL-­‐6),	   sono	   coinvolte	   in	   questo	  
processo	  poiché	  sono	   in	  grado	  di	  stimolare	   la	  migrazione	  delle	  VSMC	  mediata	  
da	  una	  profonda	  riorganizzazione	  del	  citoscheletro.	  Inoltre,	  le	  citochine	  solubili,	  
insieme	   ai	   segnali	   che	   derivano	   dall’interazione	   fra	   cellula	   e	   cellula,	   portano	  
all’attivazione	  delle	  metallo-­‐proteinasi	  di	  matrice	  che	  partecipano	  alla	  crescita	  
della	   tonaca	   intima	   e	   al	   rimodellamento	   della	   parete	   del	   vaso,	   attraverso	   la	  
migrazione	   delle	   VSMC.	   Nello	   specifico,	   il	   TNF-­‐α	   è	   prodotto	   dalle	   VSMC	   e	  
influenza	   la	   produzione	   di	   altre	   chemochine	   e	   citochine,	   innescando	   il	  
reclutamento	   e	   la	   transmigrazione	  dei	  monociti	   e	   delle	   cellule	   T	   attraverso	   la	  
parete	   del	   vaso,	   e	   inducendo	   la	   migrazione	   delle	   VSMC.	   Questo	   è	   stato	  
dimostrato	  sia	  “in	  vivo”	  che	   in	  cellule	   in	  coltura	  e	   implica	   la	  via	  del	  segnale	  di	  
p38-­‐MAPK/CREB/RAC1.	  	  
Per	  quanto	  gli	  effetti	  pro-­‐infiammatori	  delle	  citochine	  siano	  ormai	  accettati,	  
vanno	   presi	   in	   considerazione	   anche	   alcuni	   effetti	   anti-­‐infiammatori.	  
Recentemente,	   infatti	   è	   stato	   descritto	   il	   ruolo	   anti-­‐infiammatorio	   dell’	  
interleuchina-­‐9	   (IL-­‐9):	   è	   infatti	   solitamente	   assente	   nelle	   VSMC,	   ma	   viene	  
indotta	   da	   altre	   citochine	   e	   a	   seguito	   di	   danno	   a	   livello	   delle	   arterie.	   Nelle	  
VSMC,	   l’IL-­‐9	   riduce	   la	   quantità	   di	   mRNA	   e	   di	   proteine	   di	   geni	   proliferativi,	  
probabilmente	   attraverso	   l’inibizione	   dell’espressione	   e	   della	   translocazione	  
citoplasmatica	   dell’antigene	   umano	   R,	   che	   ha	   effetto	   destabilizzante	   sugli	  
mRNA	  proliferativi	  e	  infiammatori.	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PDGFR:	  il	  perché	  di	  una	  scelta	  
Dai	  diversi	  studi	  condotti	  su	  questo	  importante	  evento	  fisiopatologico,	  sono	  
stati	   individuati	   gli	   agenti	   chiave	   (tabella	   1)	   in	   grado	   di	   promuovere	   questa	  
conversione	  e	  di	  favorire	  la	  migrazione	  e	  la	  proliferazione	  cellulare	  (Gerthoffer,	  
2007).	  
	  
Tabella	  1	  Agenti	  che	  promuovono	  la	  migrazione	  cellulare	  delle	  VSMC	  
Fattori	   di	   crescita	   e	  
citochine	  
Componenti	   della	  
matrice	  extracellulare	  
Altre	  molecole	  
Angiotensina	  II	   Collagene	  I	   ATP	  
bFGF	   Collagene	  IV	   UTP	  
HB-­‐EGF	   Collagene	  VIII	   Noradrenalina	  
IGF-­‐1	   Fibronectina	   Glucosio	  (25	  mmol/L)	  
IL-­‐1-­‐β 	   Acido	  ialuronico	   Istamina	  
IL-­‐6	   Laminina	   Serotoninasfingosina-­‐1-­‐
fosfato	  (S1P)	  
PDGF	   Osteopontina	   	  
TGFβ1	   Trombospondina	   	  
TNFα	   Vitronectina	   	  
Trombina	   	   	  
Urokinase	  
plasminogen	   activator	  
U-­‐pa	  
	   	  
VEGF	   	   	  
	  
Tra	  gli	  agenti	  coinvolti	  nella	  conversione	  fenotipica	  delle	  VSMC	  è	  presente	  
un	   fattore	   di	   crescita,	   che	   per	   la	   sua	   importante	   azione	   e	   per	   i	   suoi	   effetti,	  
risulta	  essere	  tra	  i	  più	  noti	  e	  i	  più	  studiati.	  Questo	  è	  il	  Platelet-­‐Derived	  Growth	  
Factor	   (PDGF).	   Il	   PDGF	  è	  uno	  dei	  più	  potenti	  mitogeni	   sierici	   conosciuti	   e	  uno	  
dei	  primi	  ad	  essere	  scoperto;	  esso	  è	  attivo	  sui	  fibroblasti,	  sulle	  cellule	  muscolari	  
lisce	  e	  su	  molti	  altri	  tipi	  di	  cellule.	  Proprio	  per	  questo	  motivo	  è	  uno	  dei	  fattori	  di	  
crescita	   maggiormente	   studiati.	   Il	   PDGF	   favorisce	   la	   progressione	   del	   ciclo	  
cellulare,	  promuovendo	  così	  la	  divisione	  e	  la	  proliferazione	  cellulare.	  Oltre	  a	  ciò	  
esso	  gioca	  un	  ruolo	  fondamentale	  nell’angiogenesi	  e	  nell’embriogenesi.	  
È	   noto	   che	   l’espressione	   di	   PDGF	   nell’apparato	   circolatorio	   può	   essere	  
indotta	  in	  tutte	  le	  cellule,	  sia	  in	  quelle	  dei	  tessuti	  normali	  delle	  arterie	  sia	  nelle	  
cellule	  infiammatorie	  che	  si	  vanno	  ad	  infiltrare	  nelle	  arterie	  in	  seguito	  a	  stimoli	  
patologici	  (tabella	  2).	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Tabella	  2.	  Cellule	  dell’apparato	  cardiovascolare	  che	  esprimono	  PDGF	  [Reiners	  2004]	  
	  
La	   famiglia	   dei	   fattori	   di	   crescita	   PDGF	   comprende	   una	   serie	   di	   omo-­‐	   ed	  
etero-­‐dimeri	   legati	   in	   modo	   antiparallelo	   con	   ponti	   a	   disolfuro.	   Le	   molecole	  
proteiche	   codificate	   sono	   quattro:	   PDGF-­‐A,	   PDGF-­‐B,	   PDGF-­‐C,	   PDGF-­‐D.	   Ogni	  
specie	   molecolare	   di	   PDGF	   ha	   la	   capacità	   di	   funzionare	   da	   omodimero,	   ma	  
solamente	  PDGF-­‐A	  e	  PDGF-­‐B	  formano	  eterodimeri	  funzionali.	  	  
In	  particolare	  grazie	  a	  importanti	  studi	  [Koyama	  N.	  et	  al	  1992]	  è	  stato	  visto	  
che	   le	   isoforme	   PDGF	   AB	   e	   PDGF	   BB	   sono	   promigratorie	   (anche	   se	   l’effetto	  
mediato	   dall’isoforma	   AB	   è	   minore	   rispetto	   all’isoforma	   BB);	   al	   contrario	  
l’isoforma	   AA	   non	   promuove	   la	   migrazione	   (figura	   6)	   e	   anzi	   inibisce	   l’effetto	  
migratorio	   mediato	   dalle	   isoforme	   AB	   e	   BB,	   presentando	   così	   un’azione	  
antimigratoria.	  Questo	  indica	  che	  all’interno	  della	  cellula	  è	  presente	  un	  delicato	  
equilibrio	   tra	   le	   azioni	  molecolari	  mediate	  dalle	   tre	   isoforme	  e	   suggerisce	   che	  
l’effetto	  netto	  nell’organismo	  potrebbe	  dipendere	  da	  un’alterazione	  di	  questo	  
equilibrio	   a	   favore	   di	   un	   effetto	   o	   dell’altro.	   Le	   isoforme	   C	   e	   D	   non	   hanno	  
nessun	  ruolo	  correlabile	  con	  la	  migrazione	  delle	  cellule.	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Tabella 2. Cellule dell’apparato cardiovascolare che esprimono PDGF (Reiners 2004) 
 
 
 
 
La famiglia dei fattori di crescita PDGF comprende una serie di omo- ed etero-dimeri 
legati in modo antiparallelo con ponti a disolfuro. Le molecole proteiche codificate sono 
quattro: PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-D. 
Ogni specie mol colare di PDGF ha la capacità di funzionare da omodimero, ma solamente 
PDGF-A e PDGF-B f rmano et rodime i funzionali. 
In particolare grazie a i portanti studi (Koyama.N et al 1992) è stato visto ch  l  isoforme 
PDGF AB e PDGF BB no promigratorie (anche se l’effetto mediato d l’isoforma AB è 
minore rispetto all’isoforma BB); al contrario l’ soforma AA non promuove la migrazione 
(Figura 19) e anzi inibisce l’effett  migratorio mediato dalle isoforme AB e BB, 
presentando così un’azione antimigratori . Quest  indi a che all’interno della cellula è 
presente un delicato equilibrio tra le azioni molecolari mediate dalle tre isoforme e 
suggerisce che l’effetto netto nell’organismo potrebbe dipendere da un’alterazione di 
questo equilibrio a favore di un effetto o dell’altro.  
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Figura	  6.	  Effetto	  dose	  dipendente	  delle	  tre	  isoforme	  di	  PDGF	  sulla	  migrazione	  delle	  VSMC.	  
Nel	  grafico	  PDGF	  AA	  è	  rappresentato	  con	  il	  tondo,	  PDGF	  AB	  con	  il	  triangolo,	  mentre	  PDGF	  BB	  
con	  il	  quadrato.	  L’effetto	  che	  le	  tre	   isoforme	  hanno	  sulla	  migrazione	  mostra	  come	  PDGF	  AB	  e	  
BB	   abbiano	   un	   azione	   promigratoria	   (con	   PDGF	   BB	   che	   stimola	   la	   migrazione	   in	   misura	  
maggiore),	  mentre	  PDGF	  AA	  non	  ha	  nessun	  effetto	  che	  promuove	  la	  migrazione	  delle	  VSMC	  	  
	  
Il	  PDGF	  si	  lega	  a	  recettori	  proteici	  tirosin-­‐chinasici,	  presenti	  in	  due	  isoforme	  
-­‐α	   e	   -­‐β.	   Come	   tutti	   i	   recettori	   proteici	   tirosin-­‐chinasici,	   il	   recettore	   del	   PDGF	  
presenta	   un’organizzazione	   strutturale	   che	   prevede:	   un	   dominio	   N-­‐terminale	  
extracellulare	   contenente	   il	   sito	   di	   legame	   per	   il	   ligando,	   un	   singolo	   dominio	  
transmembrana	   ad	   α-­‐elica	   ed	   un	   dominio	   C-­‐terminale	   citoplasmatico	   con	  
attività	   catalitica	   tirosin-­‐chinasica.	   Il	   legame	   del	   PDGF	   con	   il	   dominio	  
extracellulare	   del	   recettore	   attiva	   il	   dominio	   citoplasmatico	   e	   l’attività	  
chinasica,	   con	   la	   conseguente	   auto-­‐fosforilazione	   del	   recettore	   stesso	   (in	  
corrispondenza	  di	  residui	  tirosinici)	  e	  delle	  proteine	  intracellulari	  effettrici,	  che	  
propagano	   il	   segnale	   prodotto	   dal	   legame	   tra	   il	   PDGF	   e	   il	   suo	   recettore	  
all’interno	   della	   cellula.	   La	   prima	   fase	   nel	   meccanismo	   di	   trasduzione	   del	  
segnale	   è	   la	   dimerizzazione	   del	   recettore	   indotta	   dal	   PDGF;	   poiché	   questo	  
fattore	  di	  crescita	  è	  un	  dimero	  costituito	  da	  due	  catene	  polipeptidiche,	  è	  capace	  
di	  indurre	  lui	  stesso	  la	  dimerizzazione	  del	  recettore	  legandosi	  simultaneamente	  
a	   due	  molecole	   diverse	  di	  monomero.	   Poiché	   il	   recettore	   del	   PDGF	   presenta	  
due	   isoforme	   -­‐α	   e	   -­‐β,	   la	   dimerizzazione	   permette	   di	   ottenere	   tre	   possibili	  
combinazioni	  recettoriali	  -­‐αα,	  -­‐ββ,	  -­‐αβ	  (figura	  7).	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Figura 19. Effetto dose dipendente delle tre isoforme di PDGF sulla migrazione delle VSMC. 
Nel grafico PDGF AA è rappresentato con il tondo, PDGF AB con il triangolo, mentre PDGF BB con il 
quadrato. L’effetto che le tre isoforme hanno sulla migrazione mostra come PDGF AB e BB hanno un 
azione promigratoria (con PDGF BB che stimola la migrazione in misura maggiore), mentre PDGF 
AA non ha nessun effetto che promuove la migrazione delle VSMC (Koyama.N et al 1992). 
 
 
Il PDGF si lega a recettori proteici tirosin-cinasici, presenti in due isoforme -! e -". 
Come tutti i recettori proteici tirosin-cinasici, il recettore del PDGF presenta 
un’organizzazione strutturale che prevede: un dominio N-terminale extracellulare 
contenente il sito di legame per il ligando, un singolo dominio transmembrana ad !-elica 
ed un dominio C-terminale citoplasmatico con attività catalitica tirosin-cinasica. 
Il legame del PDGF con il dominio extracellulare del recettore attiva il dominio 
citoplasmatico e l’attività cinasica, con la conseguente auto-fosforilazione del recettore 
stesso (in corrispondenza di residui tirosinici) e delle proteine intracellulari effettrici, che 
propagano il segnale prodotto dal legame tra il PDGF e il suo recettore all’interno della 
cellula. 
La prima fase nel meccanismo di trasduzione del segnale è la dimerizzazione del recettore 
indotta al PDGF; dato che questo fatt re i crescita è un dimero costituito da due catene 
polipeptidiche, induce direttamente la dimerizzazione l gandosi simultaneamente a due 
diversi recett ri. Poiché il recettore del PDGF presenta due isoforme -! e -", la 
dimerizzazio e perm tte di ottenere tre possibili combinazioni recettoriali -!!, -"", -!" 
(Figura 20). 
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Figura	   7	   Processamento	   e	   successiva	   interazione	   recettoriale	   delle	   isoforme	  di	   PDGF.	   Le	  
catene	  –A	  e	  –B	  di	  PDGF	  sono	  sintetizzate	  come	  molecole	  precursori	  in	  grado	  di	  formare	  ponti	  a	  
disolfuro	  generando	  dei	  dimeri	  che	  in	  seguito	  subiscono	  un	  ridimensionamento	  proteolitico.	  La	  
dimerizzazione	   delle	   due	   isoforme	   (α	   e	   β)	   del	   recettore	   del	   PDGF	   permette	   di	   ottenere	   tre	  
possibili	   combinazioni	   recettoriali	   -­‐αα,	   -­‐ββ,	   -­‐αβ.	  La	  parte	   intracellulare	  del	   recettore	  presenta	  
dei	  domini	  proteici	  tirosin-­‐chinasici	  
	  
La	  dimerizzazione	   indotta	  dal	   ligando	  PDGF	  promuove	   l’autofosforilazione	  
del	   recettore,	   in	   corrispondenza	   di	   residui	   tirosinici	   intracellulari,	   poiché	   le	  
catene	   polipeptidiche	   dimerizzate	   si	   fosforilano	   reciprocamente.	  
L’autofosforilazione	  svolge	  due	  ruoli	  fondamentali	  nella	  trasduzione	  del	  segnale	  
mediata	  dal	  recettore.	  Primo,	  la	  fosforilazione	  dei	  residui	  di	  tirosina	  presenti	  nel	  
dominio	  catalitico	  aumenta	  l’attività	  chinasica	  del	  recettore	  stesso.	  Secondo,	  la	  
fosforilazione	   dei	   residui	   di	   tirosina	   all’esterno	   del	   dominio	   catalitico	   crea	  
specifici	  siti	  di	   legame	  per	  altre	  molecole	  proteiche	  che	  trasmettono	  il	  segnale	  
intracellulare	   a	   valle	   del	   recettore	   attivato	   [Cooper	   e	   Hausman	   2005].	  
L’associazione	  con	  tali	  proteine	  avviene	  grazie	  alla	  presenza,	   in	  queste	  ultime,	  
di	  domini	  di	  legame	  specifici	  verso	  peptidi	  contenenti	  delle	  tirosine	  fosforilate.	  
Domini	   di	   questo	   tipo	   sono	   i	   domini	   SH2	   (da	   SRC	   Homology	   2,	   perché	  
inizialmente	   trovati	   in	   proteine	   tirosin-­‐chinasi	   simili	   a	   SRC)	   costituiti	   da	   circa	  
cento	   amminoacidi	   ed	   in	   grado	   di	   legare	   specifiche	   sequenze	   peptidiche	   di	  
piccole	  dimensioni	  contenenti	  residui	  di	  fosfotirosina	  (figura	  8).	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Figura 20. Processamento e successiva interazione recettoriale delle isoforme di PDGF. Le catene –A e 
–B di PDGF sono sintetizzate come molecole precursori in g ado di formare ponti a disolfuro 
generando dei dimeri che su cessivamen e subisco  un ridimensionamento proteolitico. La 
di erizzazione delle due isoforme (!  e ") del recettore del PDGF permette di ottenere tre possibili 
combinazioni recettoriali -!! , -"" , -!" . La parte intracellulare del recettore presenta dei domini 
proteici tirosin-cinasici. (Boccardi.C 2007). 
 
 
La dimerizzazione indotta dal ligando (PDGF) promuove l’autofosforilazione del recettore, 
in corrispondenza di residui tirosinici intracellulari, dal momento che le catene 
polipeptidiche dimerizzate si fosforilano r ciprocamente. L’aut fosforilazione svolge due 
ruoli fondamentali nella trasduzione del segnale medi ta dal recettor . Primo, la 
fosforilazione dei residui di tirosina presenti nel dominio catalitico aumenta l’attività 
cinasica del recettore stesso. Secondo, la fosforilazione dei residui di tirosina all’esterno 
del dominio catalitico crea specifici siti di legame per altre molecole proteiche che 
trasmettono il segnale intracellulare a valle del recettore attivato (Cooper e Hausman 
2005). L’associazione con tali proteine avviene grazie alla presenza, in queste ultime, di 
domini di legame specifici per peptidi contenenti delle tirosine fosforilate (in questo caso 
come il recettore del PDGF). Domini di qu sto tipo sono i domi i SH2 (da SRC Ho ology 
2, perché inizialment  trovati in proteine tirosin-ci asi simili a Src) costituiti da circ  cento 
amminoacidi ed in grado di legare specifiche sequenze peptidiche di piccole dimensioni 
contenenti residui di fosfotirosina (Figura 21). 
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Figura	   8	   Rappresentazione	   schematica	   dell’interazione	   tra	   il	   PDGF	   e	   il	   suo	   recettore	  
proteico	  tirosin-­‐	  chinasico.	  In	  seguito	  a	  legame	  con	  il	  ligando	  si	  ha	  dimerizzazione	  del	  recettore	  
che	  promuove	   la	   successiva	   autofosforilazione,	   in	   corrispondenza	  dei	   domini	   tirosin-­‐chinasici	  
intracellulari	  del	  complesso	  recettoriale.	  Grazie	  a	  ciò	  si	  creano	  specifici	  siti	  di	  legame	  per	  altre	  
molecole	  proteiche	  che	  si	  legano	  al	  recettore	  mediante	  domini	  SH2	  che	  riconoscono	  specifiche	  
sequenze	  peptidiche	  che	  contengono	  residui	  di	  fosfotirosina.	  
	  
I	   domini	   SH2	   sono	   presenti	   in	   una	   serie	   di	   fattori	   cellulari	   implicati	   nella	  
trasduzione	  del	  segnale.	  Esistono	  dieci	  diverse	  famiglie	  di	  molecole	  contenenti	  i	  
domini	   SH2	   in	   grado	   di	   essere	   reclutate	   dal	   recettore	   del	   PDGF	   e	   la	   loro	  
specificità	   di	   legame	   dipende	   dalla	   sequenza	   amminoacidica	   (presente	   sul	  
recettore)	  che	  si	  trova	  adiacente	  ai	  residui	  di	  tirosina	  fosforilati.	  
Alcune	   di	   queste	   molecole	   sono	   il	   fosfatidilinositolo	   3-­‐chinasi	   (PI3K),	   la	  
fosfolipasi	   Cγ	   (PLCγ),	   la	   proteina	   adattatrice	   Grb2	   (in	   grado	   di	   formare	   un	  
complesso	   con	   la	   proteina	   Sos	   che	   a	   sua	   volta	   attiva	   Ras	   con	   la	   conseguente	  
attivazione	   di	   una	   cascata	   di	  MAP	   K),	   la	   tirosin-­‐chinasi	   Src,	   la	   tirosin-­‐fosfatasi	  
SHP2	  e	  le	  proteine	  STAT.	  
Tali	  molecole	  di	  trasduzione	  del	  segnale	  hanno	  la	  capacità	  di	  innescare	  una	  
serie	  di	  reazioni	  intracellulari	  a	  catena,	  che	  portano	  all’attivazione	  d’importanti	  
fattori	  di	  trascrizione:	  questi	  sono	  in	  grado	  di	  promuovere	  la	  trascrizione	  di	  geni	  
bersaglio	   implicati	   nella	   sopravvivenza	   cellulare,	   nella	   proliferazione,	   nella	  
migrazione	  e	   in	  altre	   funzioni	  della	  cellula	   (figura	  9).	  Di	   seguito	  sono	  descritte	  
alcune	  delle	  principali	  vie	  di	  trasduzione	  del	  segnale	  attivate	  dal	  PDGF.	  
La	   fosfolipasi	   Cγ	   (PLCγ),	   una	   volta	   che	   viene	   reclutata	   dal	   recettore	   del	  
PDGF,	   si	   localizza	   sulla	   membrana	   plasmatica	   dove	   catalizza	   l’idrolisi	   di	  
fosfatidilinositolo	  4,5	  difosfato	  (PIP2),	  un	  componente	  minore	  del	  doppio	  strato	  
lipidico,	   con	   la	   conseguente	   produzione	   di	   diacilglicerolo	   (DAG)	   e	   inositolo	  
1,4,5-­‐trifosfato	   (IP3)	   i	   quali	   stimolano	   a	   valle	   due	   diverse	   vie	   di	   segnalazione	  
intracellulari.	  
Il	   diacilglicerolo	   attiva	   proteine-­‐serina/treonina	   chinasi	   che	   appartengono	  
alla	  famiglia	  delle	  proteina	  chinasi	  C,	  le	  quali	  a	  loro	  volta	  attivano	  altri	  bersagli	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Figura 21. Rappresentazione schematica dell’interazione tra il PDGF e il suo recettore proteico tirosin-
inasico. In seguito a legame con il igando si ha dimerizzazione el recettore che promuove la 
successiva autofosforilazione, in corrispondenza dei domini tirosin-cinasici intracellulari del complesso 
recettoriale. Grazie a ciò si creano specifici siti di legame per altre molecole proteiche che si legano al 
recettore mediante domini (domini SH2) che riconoscono specifiche sequenze peptidiche che 
contengono residui di fosfotirosina.   
 
 
I domini SH2 sono presenti in una serie di fattori cellulari implicati nella trasduzione del 
segnale. Esistono dieci diverse famiglie di molecole contenenti i domini SH2 in grado di 
essere reclutate dal recettore del PDGF e la loro specificità di legame dipende dalla 
sequenza amminoacidica (pre nte sul recettore) che si trova adiacente ai residui di tirosina 
fosforilati. 
Alcune di queste molecole sono il fosfatidilinositolo 3-cinasi (PI3K), la fosfolipasi C! 
(PLC!), la proteina adattatrice Grb2 (in grado di formare un complesso con la proteina Sos 
che a sua volta attiva Ras con la conseguente attivazione di una cascata di MAP cinasi), la 
t rosin-cinasi Src, la tirosin-f sfatasi SHP2 e le proteine STAT. 
Tali molecole di trasduzione del segnale hanno la capacità di innescare una serie di 
reazioni intracellulari a catena, che portano all’attivazione di importanti fattori di 
trascrizione: questi sono in grado di promuovere la trascrizione di geni bersaglio implicati 
nel a sopravvivenza cellulare, nella proliferazione, nella migrazione e in altre funzioni 
della cellula (Figura 22). Di seguito vengono descritte alcune delle principali vie di 
trasduzione del segnale attivate dal PDGF. 
 
La fosfolipasi C! (PLC!) quando viene reclutata dal recettore del PDGF si localizza sulla 
membrana plasmatica, dove catalizza l’idrolisi di fosfatidili ositolo 4,5 difosfat  (PIP2), un 
componente minore del doppio strato lipidico, con la conseguente produzione di 
diacilglicerolo (DAG) e inositolo 1,4,5-trifosfato (IP3) che stimolano a valle due diverse 
vie di segnalazione intracellulari. 
Il diacilg cerolo attiva proteine-serina/treonina cinasi che appar engono alla famiglia dell  
proteina cinasi C, le quali a loro volta attivano altri bersagli intracellulari, inclusi fattori 
trascrizionali coinvolti nel controllo della crescita e del differenziamento cellulare, 
determinando una variazione dell’espressione genica che promuove la proliferazione.  
Mentre il diacilglicerolo rimane associato con la membrana plasmatica, l’altro secondo 
messagger  prodotto, l’inositolo 1,4,5-trifosfato è una piccola molecola polare che viene 
rilasciata nel citosol, dove agisce promuovendo il rilascio di Ca++ dalle riserve 
intracellulari (reticolo endoplasmatico). Come risultato i livelli di Ca++ citosolico 
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intracellulari,	   inclusi	   fattori	   trascrizionali	  coinvolti	  nel	  controllo	  della	  crescita	  e	  
del	   differenziamento	   cellulare,	   determinando	   una	   variazione	   dell’espressione	  
genica	   che	   promuove	   la	   proliferazione.	   Mentre	   il	   diacilglicerolo	   rimane	  
associato	   con	   la	  membrana	   plasmatica,	   l’altro	   secondo	  messaggero	   prodotto,	  
l’inositolo	  1,4,5-­‐trifosfato	  è	  una	  piccola	  molecola	  polare	  che	  viene	  rilasciata	  nel	  
citosol,	   dove	   agisce	   promuovendo	   il	   rilascio	   di	   Ca++	   dalle	   riserve	   intracellulari	  
nel	   reticolo	   endoplasmatico.	   Come	   risultato,	   i	   livelli	   di	   Ca++	   citosolico	  
aumentano	   influenzando	   l’attività	   di	   un	   certo	   numero	   di	   proteine	   bersaglio	  
incluse	   proteine	   fosfatasi	   e	   chinasi.	   Tra	   queste	   ultime,	   ci	   sono	   anche	   alcuni	  
membri	   della	   famiglia	   delle	   protein	   chinasi	   C	   che	   richiedono	   sia	   Ca++che	  
diacilglicerolo	  per	  la	  loro	  attivazione.	  
Il	  Ca++	  inoltre	  interagendo	  con	  la	  proteina	  calmodulina	  è	  in	  grado	  di	  attivare	  
diverse	   proteine,	   tra	   cui	   alcuni	   membri	   della	   famiglia	   delle	   CaM	   chinasi:	  
proteine	  capaci	  di	  fosforilare	  un	  certo	  numero	  di	  bersagli	  proteici,	  inclusi	  enzimi	  
metabolici,	   canali	   ionici	   e	   fattori	   trascrizionali.	   Uno	   dei	   fattori	   trascrizionali	  
fosforilati	  dalle	  CaM	  chinasi	  è	  chiamato	  CREB	  (CRE-­‐binding	  protein)	  un	  fattore	  
trascrizionale	   attivato	   anche	   dalla	   via	   di	   segnalazione	   dell’AMP	   ciclico.	   La	  
fosforilazione	   di	   questa	   proteina	   porta	   all’attivazione	   di	   geni	   bersaglio,	   che	  
contengono	  una	  sequenza	  regolativa	  chiamata	  CRE	  (cAMP	  response	  element)	  e	  
sono	  coinvolti	  nella	  proliferazione,	  sopravvivenza,	  e	  differenziamento	  cellulare	  
(Cooper	  e	  Hausman	  2005).	  
Il	   fosfatidilinositolo	   3-­‐chinasi	   (PI3K)	   fosforila	   lo	   stesso	   substrato	   della	  
fosfolipasi	   Cγ,	   ovvero	   il	   fosfatidilinositolo	   4,5	   difosfato	   (PIP2),	   in	   posizione	   3	  
dell’inositolo	   producendo	   il	   fosfatidilinositolo	   3,4,5-­‐trifosfato	   (PIP3)	   che	   si	  
comporta	   da	   secondo	  messaggero.	  Un	   bersaglio	   chiave	   di	   quest’ultimo	   è	   una	  
proteina-­‐serina/treonina	   chinasi	   chiamata	  Akt.	   Il	   PIP3	   recluta	   sulla	  membrana	  
plasmatica	   Akt,	   mediante	   legame	   ad	   un	   dominio	   noto	   come	   dominio	   di	  
omologia	   delle	   pleckstrine	   (dominio	   PH).	   A	   sua	   volta	   il	   PIP3	   recluta	   sulla	  
membrana	   una	   proteina	   chinasi	   che	   presenta	   lo	   stesso	   dominio	   di	   omologia	  
delle	   pleckstrine	   chiamata	   PDK1.	   Questa	   chinasi	   fosforila	   e	   attiva	   la	   proteina	  
Akt	   che	   si	   trova	  nelle	   immediate	  vicinanze	   sulla	  membrana	  plasmatica	   stessa.	  
Una	  volta	  attivata,	  Akt	  fosforila	  un	  certo	  numero	  di	  molecole	  bersaglio,	  incluse	  
proteine	   che	   sono	   regolatori	   diretti	   di	   sopravvivenza	   cellulare,	   con	   un	  
conseguente	  effetto	  antiapoptotico.	  
Il	  PDGF,	  inoltre,	  è	  in	  grado	  di	  attivare	  la	  via	  di	  trasduzione	  che	  coinvolge	  una	  
famiglia	   di	   proteina-­‐serina/treonina	   chinasi	   chiamate	   MAP	   chinasi	   (mitogen	  
activated	   protein	   kinases).	   Il	   primo	   passo	   di	   questa	   importante	   via	   di	  
trasduzione	   del	   segnale	   è	   rappresentato	   dal	   legame	   al	   recettore	   del	   PDGF	   di	  
una	   proteina	   adattatrice	   Grb2	   (Growth	   factor	   receptor-­‐bound	   protein	   2),	  
contenente	   il	   dominio	   SH2.	   Questa	   proteina	   lega	   a	   sua	   volta	   un	   fattore	   di	  
scambio	   del	   nucleotide	   guanosina,	   chiamato	   Sos	   (Son	   of	   sevenless).	  
L’associazione	   di	   Grb2	   con	   il	   recettore	   attivato	   localizza	   Sos	   sulla	   membrana	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plasmatica,	   dove	   è	   in	   grado	   di	   interagire	   con	   proteine	   Ras,	   piccole	   proteine	  
leganti	   il	   GTP	   disposte	   sul	   versante	   interno	   della	  membrana.	   Le	   proteine	   Ras	  
sono	  molecole	  che	  legano	  il	  nucleotide	  guanosina	  e	  si	  alternano	  tra	  una	  forma	  
inattiva	  legata	  al	  GDP	  e	  una	  attiva	  legata	  al	  GTP.	  Quando	  Sos	  interagisce	  con	  le	  
proteine	   Ras	   (nella	   loro	   forma	   inattiva)	   promuove	   la	   sostituzione	   di	   GDP	   con	  
GTP,	   attivando	   di	   conseguenza	   tali	   molecole.	   L’attivazione	   di	   Ras	   porta	  
all’attivazione	   di	   una	   proteina-­‐serina/treonina	   chinasi	   chiamata	   Raf,	   che	  
fosforila	   e	   attiva	   una	   seconda	   proteina	   chinasi	   chiamata	   MEK	   (ossia	   MAP	  
chinasi	   /ERK	   chinasi).	   Quest’ultima	   presenta	   una	   doppia	   specificità	   ed	   è	   in	  
grado	   di	   attivare	   alcuni	  membri	   di	   una	   famiglia	   di	  MAP	   chinasi	   chiamata	   ERK	  
(extracellular	   signal-­‐regulated	   kinase),	   mediante	   fosforilazione	   di	   residui	   di	  
treonina	   e	   tirosina	   separati	   da	   un	   amminoacido.	   ERK	   a	   sua	   volta	   fosforila	  
numerose	   proteine	   bersaglio,	   incluse	   altre	   proteine	   chinasi	   e	   fattori	  
trascrizionali	   a	   livello	   nucleare.	   Il	   segnale	   mediato	   da	   ERK	   stimola	  
principalmente	  la	  proliferazione,	  la	  migrazione	  e	  la	  sopravvivenza	  cellulare.	  
Le	  proteine	  STAT	  (signal	  transducer	  and	  activators	  of	  transcription)	  sono	  gli	  
elementi	   chiave	   di	   una	   via	   di	   trasduzione	   del	   segnale	   che	   fornisce	   un	  
collegamento	  diretto	  tra	  superficie	  cellulare	  e	  nucleo.	  Esse	  sono	  una	  famiglia	  di	  
fattori	   trascrizionali	   contenenti	   i	   domini	   SH2	  con	  cui	  possono	   interagire	   con	   il	  
recettore	   del	   PDGF;	   in	   seguito	   al	   legame	   con	   il	   recettore,	   queste	   proteine	  
vengono	  fosforilate	  a	  livello	  di	  un	  residuo	  di	  tirosina	  da	  proteine	  tirosin-­‐chinasi	  
chiamate	  JAK.	  La	  fosforilazione	  promuove	  la	  dimerizzazione	  delle	  proteine	  STAT	  
che	   quindi,	   sottoforma	   di	   dimeri	   traslocano	   nel	   nucleo,	   dove	   stimolano	   la	  
trascrizione	  di	  geni	  bersaglio	  [Cooper	  e	  Hausman	  2005].	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Figura	   9.	   Rappresentazione	   schematica	   delle	   principali	   vie	   di	   trasduzione	   del	   segnale	  
mediata	   dall’attivazione	   del	   recettore	   PDGF	   β.	   Tali	   vie	   di	   segnalazione	   promuovono	   la	  
trascrizione	  di	  geni	  bersaglio	  implicati	  nella	  sopravvivenza	  cellulare,	  nella	  proliferazione,	  nella	  
migrazione	  e	  in	  altre	  funzioni	  della	  cellula.	  
	  
Come	   detto	   in	   precedenza,	   poiché	   il	   recettore	   del	   PDGF	   presenta	   due	  
isoforme	  -­‐α	  e	   -­‐β,	   in	  seguito	  a	  dimerizzazione,	  si	  possono	  ottenere	  tre	  possibili	  
combinazioni	   di	   recettore	   -­‐αα,	   -­‐	   ββ,	   -­‐αβ.	   Le	   tre	   combinazioni	   recettoriali	  
attivano	   cascate	   di	   trasduzione	   del	   segnale	   che	   sono	   parzialmente	  
sovrapponibili,	   ma	   non	   identiche;	   entrambi	   gli	   omodimeri	   -­‐αα	   e	   -­‐ββ,	  
trasmettono	  un	  potente	  segnale	  mitogenico	  (favorendo	  così	  la	  progressione	  del	  
ciclo	   cellulare),	   stimolano	   l’incremento	   di	   Ca++	   intracellulare	   (anche	   se	  
l’incremento	   mediato	   dal	   recettore	   β	   é	   maggiore	   rispetto	   all’incremento	  
mediato	   dal	   recettore	   α),	   stimolano	   la	   disorganizzazione	   del	   citoscheletro	  
microfilamentoso	   a	   livello	   delle	   estremità	   ed	   il	   dissolvimento	   delle	   fibre	   da	  
stress	  (fasci	  contrattili	  di	  filamenti	  di	  actina	  in	  grado	  di	  esercitare	  tensione).	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domini SH2 con cui possono interagire con il recettore del PDGF; in seguito al legame con 
il recettore, queste proteine vengono fosforilate a livello di un residuo di tirosina da 
proteine tirosin-cinasi chiamate JAK. La fosforilazione promuove la dimerizzazione delle 
proteine STAT che quindi, sottoforma di dimeri traslocano nel nucleo, dove stimolano la 
trascrizione di geni bersaglio (Cooper e Hausman 2005).  
 
 
 
Figura 22. Rappresentazione schematica delle principali vie di tras i e del segnale mediata 
dall’attivazione del recettore PDGF ! . Tali vie di segnalazione promuovono la trascrizione di geni 
bersaglio implicati nella sopravvivenza cellulare, nella proliferazione, nella migrazione e in altre 
funzioni della cellula. 
 
Come detto in precedenza, poiché il recettore del PDGF presenta due isoforme -" e -!, in 
seguito a dimerizzazione, si possono ottenere tre possibili combinazioni di recettore -"", -
!!, -"!. Le tre combinazioni recettoriali attivano cascate di trasduzione del segnale che 
sono parzialmente sovrapponibili, ma non identiche; entrambi gli omodimeri -"" e -!!, 
trasmettono un potente segnale mitogenico (favorendo così la progressione del ciclo 
cellulare), stimolano l’incremento di Ca++ intracellulare (anche se l’incremento mediato dal 
recettore ! é maggiore rispetto all’incremento mediato dal recettore "), stimolano la 
disorganizz zione d l citoscheletro microfilamentoso a livello delle stremità ed il 
dissolvimento delle fibre da stress (fasci contrattili di filamenti di actina in grado di 
esercitare tensione).  
Tuttavia solo il recettore ! è in grado di stimolare una forte chemiotassi, mentre il recettore 
" la inibisce in vari tipi di cellule, comprese le cellule muscolari lisce. L’importanza del 
recettore !, nella conversione fenotipica delle VSMC, è stata confermata da studi effettuati 
su topi deficienti dell’apolipoproteina E, chiamati topi ApoE -/- (topi knock-out per 
l’apolipoproteina E) alimentati con una dieta ricca di grassi (contenente lo 0,3% di 
	   28	  
Tuttavia	   solo	   il	   recettore	  β	  è	   in	   grado	   di	   stimolare	   una	   forte	   chemiotassi,	  
mentre	   il	   recettore	   α	   la	   inibisce	   in	   vari	   tipi	   di	   cellule,	   comprese	   le	   cellule	  
muscolari	  lisce.	  L’importanza	  del	  recettore	  β,	  nella	  conversione	  fenotipica	  delle	  
VSMC,	   è	   stata	   confermata	   da	   studi	   effettuati	   su	   topi	   deficienti	  
dell’apolipoproteina	   E,	   chiamati	   topi	   ApoE	   -­‐/-­‐	   (topi	   knock-­‐out	   per	  
l’apolipoproteina	  E)	  alimentati	  con	  una	  dieta	  ricca	  di	  grassi	  (contenente	  lo	  0,3%	  
di	   colesterolo)	   dalla	   sesta	   settimana	   di	   età,	   al	   fine	   di	   avere	   un	   completo	  
sviluppo	   delle	   lesioni	   aterosclerotiche.	   In	   seguito	   sono	   stati	   somministrati	  
anticorpi	  monoclonali	  di	  ratto	  contro	  i	  recettori	  PDGF	  α	  e	  PDGF	  β	  e	  si	  è	  valutato	  
l’aspetto	  delle	  lesioni	  aterosclerotiche	  rispetto	  ai	  topi	  di	  controllo.	  Il	  blocco	  del	  
solo	  recettore	  α	  non	  ha	  mostrato	  differenze,	  in	  termini	  di	  lesione	  vascolare	  e	  di	  
VSMC	  presenti	  nella	   tunica	   intima	  vasale,	   rispetto	  al	   controllo.	  Differenze	   che	  
invece	   si	   sono	   ritrovate	   quando	   era	   bloccato	   il	   solo	   recettore	   β;	   questo	   ha	  
suggerito	   che	   la	   via	   di	   trasduzione	   del	   segnale	  mediata	   dal	   PDGF	   β	   giochi	   un	  
ruolo	   chiave	  nella	  migrazione	   e	   nella	   proliferazione	  delle	  VSMC	   [Owens	   et	   al.	  
2004;	  Sano	  et	  al.	  2001].	  
L’importanza	   del	   recettore	   β	   nella	  migrazione	   e	   nella	   proliferazione	   delle	  
VSMC	   può	   essere	   spiegata	   sulla	   base	   delle	   isoforme	   del	   PDGF	   che	   si	   legano	  
preferenzialmente	   ad	   esso.	   Infatti,	   questo	   tipo	   di	   recettore	   lega	   con	   un’alta	  
affinità	   l’isoforma	   PDGF-­‐BB	   promigratoria	   e	   con	   un’affinità	  minore	   l’isoforma	  
PDGF-­‐AB	   anch’essa	   promigratoria,	   ma	   non	   lega	   l’isoforma	   PDGF-­‐AA	   che	   al	  
contrario	   ha	   un	   effetto	   antimigratorio	   come	  mostrato	   in	   precedenza.	   Questo	  
spiega	   anche	   perché	   l’isoforma	   PDGF-­‐BB	   mostra	   un’attività	   promigratoria	  
maggiore	  rispetto	  all’isoforma	  PDGF-­‐AB.	  
Il	  recettore	  α	  invece	  lega	  tutte	  e	  tre	  le	  isoforme	  con	  un’alta	  affinità.	  Questo	  
conferma	  il	  ruolo	  chiave	  che	  la	  via	  di	  trasduzione	  del	  segnale	  mediata	  da	  PDGF-­‐
β	   ha	   nella	   conversione	   fenotipica	   delle	   VSMC,	   ed	   ecco	   perché	   è	   stato	   scelto	  
come	   bersaglio	   molecolare	   contro	   il	   quale	   progettare,	   sintetizzare	   e	  
caratterizzare	  un	  ribozima	  hammerhead,	  come	  descritto	  in	  seguito.	  
	  
Altri	  fattori	  
a. Agonisti	  del	  tono	  vasale	  	  
L’angiotensina	   II	   (AT-­‐II)	   è	   un	   ormone	   con	   un	   chiaro	   ruolo	   nella	  
vasocostrizione,	  e	  nelle	  VSMC	  agisce	  anche	  come	  fattore	  di	  crescita.	  Aumentate	  
concentrazioni	  plasmatiche	  di	  AT-­‐II	  sono	  state	  correlate	  con	  l’aterogenesi	  ,	  l’AT-­‐
II	  inoltre	  è	  un	  importante	  mediatore	  del	  rimodellamento	  vascolare	  sistemico.	  E’	  
un	   potente	   induttore	   della	   disfunzione	   delle	   VSMC	   in	   quanto	   promuove	  
l’iperplasia	  e/o	  l’ipertrofia	  delle	  VSMC	  sia	  “in	  vitro”	  che	  “in	  vivo”	  nelle	  normali	  
pareti	   del	   vaso	   e	   partecipa	   alla	   proliferazione	   della	   neointima	   in	   risposta	   al	  
danno	  vascolare.	  Inoltre	  stimola	  la	  migrazione	  delle	  VSMC	  “in	  vitro”	  e	  durante	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la	   formazione	  della	   restenosi.	   Induce,	   infine,	   l’espressione	  di	  diverse	  citochine	  
pro-­‐infiammatorie	  e	  di	  eicosanoidi	  vasoattivi.	  
	  
b. Metabolismo	  lipidico	  	  
Gli	   sfingolipidi,	   che	   derivano	   dal	   metabolismo	   della	   sfingomielina,	   sono	  
considerati	   potenziali	   mediatori	   molto	   importanti	   nella	   funzione	  
cardiovascolare.	   Fondamentalmente,	   la	   ricerca	   si	   è	   basata	   sul	   ruolo	   della	  
sfingosina-­‐1-­‐fosfato	  (S1P),	  formata	  per	  azione	  della	  sfingosina	  chinasi.	  La	  S1P	  è	  
rilasciata	  dalle	  piastrine	  attivate	  nel	  sangue,	  ed	  agisce	  su	  recettori	  specializzati	  
situati	  sia	  sulle	  VSMC	  che	  sulle	  EC.	  Gli	  sfingolipidi,	  oltre	  al	  ruolo	  sul	  controllo	  del	  
tono	   del	   vaso,	   possono	   intervenire	   anche	   sulla	   modulazione	   fenotipica	   delle	  
VSMC.	   In	   colture	   di	   VSMC	   la	   S1P	   può	   attivare	   i	   segnali	   extracellulari	   e	  
l’espressione	   genica	   che	   è	   associata	   tipicamente	   con	   la	   proliferazione	   e	   la	  
migrazione.	  Comunque	  la	  S1P	  ha	  un	  ruolo,	  oltre	  che	  nella	  stimolazione,	  anche	  
nell’inibizione	  delle	  VSMC,	  in	  dipendenza	  dal	  profilo	  di	  espressione	  regolato	  dal	  
particolare	   recettore	  per	  S1P.	  Dati	   recenti	   suggeriscono	  che	   i	   recettori	  S1P1	  e	  
S1P3	  sono	  coinvolti	  nella	  stimolazione	  della	  migrazione	  indotta	  da	  S1P,	  mentre	  i	  
recettori	  S1P2	  inibiscono	  la	  migrazione	  cellulare.	  
	  
c. Elementi	  del	  segnale	  intracellulare	  	  
L’mTOR	   (mammalian	   target	   of	   rapamycin)	   è	   una	   proteina	   chinasi	   cruciale	  
nella	  regolazione	  della	  crescita	  cellulare,	  della	  proliferazione	  e	  nella	  migrazione	  
in	   risposta	   all’ambiente	   cellulare,	   inclusi	   gli	   stimoli	   che	   derivano	   da	   nutrienti,	  
energia,	  apporto	  di	  ossigeno;	  inoltre,	  media	  i	  segnali	  che	  arrivano	  dai	  fattori	  di	  
crescita	   e	  dalle	   vie	  mitogene	   .	   I	   suoi	   effetti	   sulle	  VSMC	   sono	   stati	   largamente	  
studiati	   da	   quando	   la	   rapamicina	   è	   stata	   usata	   negli	   stent	   rivestiti	   e	   si	   è	  
dimostrata	   efficace	   nel	   diminuire	   l’incidenza	   della	   restenosi.	   La	   rapamicina	  
infatti	  inibisce	  “in	  vitro”	  la	  migrazione	  e	  la	  proliferazione	  delle	  VSMC	  e	  “in	  vivo”	  
l’iperplasia	   dell’intima,	   ed	   inoltre	   induce	   differenziamento	   nelle	   colture	   di	  
VSMC.	  
Fra	   le	   altre	   vie	   intracellulari	   di	   segnalazione,	   quelle	   coinvolte	   nella	  
produzione	   di	   cAMP	   sono	  molto	   importanti	   nel	   processo	   di	   attivazione	   delle	  
VSMC.	   È	   stato	   infatti	   dimostrato	   che	   l’adenilato	   ciclasi	   8	   (AC-­‐8),	   uno	   dei	  
principali	  enzimi	  che	  controllano	  la	  formazione	  del	  cAMP,	  è	  over-­‐espresso	  nelle	  
VSMC	   attivate.	   Va	   inoltre	   evidenziato	   che	   l’AC-­‐8	   permette	   la	   secrezione	   della	  
fosfolipasi	   A2	  di	   tipo	   IIA,	   che	   è	   un	   marker	   dell’infiammazione	   associato	   a	   un	  
aumentato	   rischio	   di	   future	   malattie	   a	   carico	   delle	   arterie.	   Più	   di	   recente,	   è	  
stato	   evidenziato	   un	   alto	   livello	   di	   AC-­‐8	   nelle	   VSMC	   dell’intima,	   e	   che	   questa	  
espressione	  è	  correlata	  con	  un’aumentata	  attività	  migratoria.	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A	   causa	   delle	   caratteristiche	   contrattili	   delle	   VSMC,	   la	   via	   del	   segnale	  
mediata	  da	  calcio	  ha	  un	  ruolo	  centrale	  per	  la	  funzione	  cellulare.	  Variazioni	  delle	  
concentrazioni	   di	   Ca++	   intracellulare	   portano	   infatti	   alla	   contrazione	   o	   al	  
rilasciamento	   della	   cellula,	   e	   di	   conseguenza	   del	   vaso.	   Il	   Ca++	  citoplasmatico	   è	  
originato	  sia	  dall’esterno	  attraverso	  i	  canali	  della	  membrana	  citoplasmatica,	  che	  
dall’interno	   dal	   reticolo	   endoplasmatico.	   Durante	   la	   contrazione,	   la	  
depolarizzazione	  della	  membrana	  attiva	   i	  canali	  per	   il	  Ca++	  ad	  alto	  voltaggio	  di	  
tipo	   L,	   portando	   a	   un	   aumentato	   influsso	   di	   Ca++	   e	   di	   conseguenza	   alla	  
stimolazione	   di	  MLCK	   (Ca++	   /calmodulin-­‐dependent	  myosin	   light	   chain	   kinase)	  
miosin-­‐chinasi	   a	   catena	   leggera	   Ca++/calmodulina	   dipendente	   così	   come	   il	  
recettore	   per	   la	   rianodina	   (Ryr),	   che	   è	   responsabile	   del	   rilascio	   di	   Ca++	   dal	  
reticolo	  sarcoplasmatico.	  Al	  contrario,	  il	  rilassamento	  della	  cellula	  si	  ottiene	  per	  
la	   fuoriuscita	   di	   calcio	   attraverso	   la	   Ca++-­‐ATPasi	   della	   membrana	   plasmatica	  
(PMCA)	  o	  attraverso	   il	   recupero	  dal	   sarcoplasma	  attraverso	   le	  Ca++-­‐ATPasi	  del	  
sarcoplasma/reticolo	  endoplasmatico	  (SERCA).	  
Sono	   stati	   studiati	   i	   cambiamenti	  nell’espressione	  delle	  proteine	  associate	  
alla	   via	   di	   segnale	   del	   Ca++,	   e	   questi	   livelli	   sono	   stati	   associati	   alle	   malattie	  
cardiovascolari.	  E’	  stato	  osservato	  un	  decremento	  dei	  canali	  Ca++-­‐dipendenti	  di	  
tipo	   L,	   e	   un	   aumento	   di	   quelli	   di	   tipo	   T.	   Inoltre	   il	   passaggio	   da	   fenotipo	  
quiescente	  a	  fenotipo	  attivato	  “in	  vitro”	  è	  accompagnato	  alla	  perdita	  di	  Ryr3,	  a	  
una	   diminuita	   espressione	   dei	   SERCA,	   e	   a	   un’espressione	   differenziale	   delle	  
isoforme	   di	   CaMKII	   (Ca++/calmodulin-­‐dipendent	   protein	   kinase	   II).	   In	  
conclusione,	   ci	   sono	   sempre	   maggiori	   evidenze	   che	   legano	   la	   modulazione	  
fenotipica	   con	   i	   cambiamenti	   delle	   molecole	   segnale	   del	   Ca++	   (canali	   ionici,	  
pompe,	  enzimi	  attivati	  dal	  Ca++).	   La	  conseguenza	   funzionale	  è	   l’acquisizione	  di	  
un	   fenotipo	   “non	   eccitabile”	   a	   causa	   dell’aumentato	   Ca++	   citoplasmatico,	   che	  
porta	  ad	  una	  maggiore	  proliferazione.	  
	  
Attivazione	   trascrizionale	   e	   modulazione	   endogena	   dell’espressione	  
genica	  
La	   regolazione	   trascrizionale	   dei	   geni	   coinvolti	   nel	   controllo	   del	   fenotipo	  
nelle	   VSMC	   è	   a	   oggi	   un	   argomento	   poco	   conosciuto.	   Diversi	   fattori	   di	  
trascrizione	   e	   co-­‐regolatori	   contribuiscono	   alla	   regolazione	   del	   fenotipo	   nelle	  
VSMC.	  	  
Il	   fattore	   di	   trascrizione	   GATA-­‐6,	   un	   membro	   della	   famiglia	   GATA	   di	  
proteine	  con	  dominio	  “zinc-­‐finger”	  che	  lega	  il	  DNA,	  ha	  tutte	  le	  caratteristiche	  di	  
un	  fattore	  di	  trascrizione	  regolatorio	  specifico	  per	  le	  VSMC.	  GATA-­‐6	  è	  espresso	  
nelle	  VSMC	  contrattili,	  ma	  i	  suoi	   livelli	  diminuiscono	  rapidamente	   in	  risposta	  a	  
mitogeni	   o	   a	   danno.	   GATA-­‐6	   induce	   un	   fenotipo	   di	   VSMC	   differenziato	   e	  
promuove	  il	  ritorno	  nel	  ciclo	  cellulare	  per	  induzione	  del	  p21cip1/WAF.	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Numerosi	   co-­‐attivatori	   hanno	  mostrato	   di	   influenzare	   il	   legame	   al	  DNA	  di	  
GATA-­‐6,	   e	   fra	   questi	   un	   ruolo	   rilevante	   è	   giocato	   dalla	   miocardina.	   Questo	  
fattore	  è	  specifico	  per	   le	  cellule	  muscolari	   lisce	  cardiache	  ed	  è	  connesso	  con	  il	  
fattore	   di	   risposta	   al	   siero	   (SRF,	   serum	   responsive	   factor).	   L’SRF	   si	   lega	   a	  
elementi	  regolatori	  del	  DNA	  chiamati	  CArG	  boxes	  (CC(A/T-­‐rich)6GG),	  che	  sono	  
stati	  ritrovati	  nei	  promotori	  di	  geni	  muscolo-­‐specifici	  e	  siero-­‐inducibili,	  come	  il	  
“c-­‐fos”,	   che	   regolano	   la	   proliferazione.	   A	   seguito	   della	   scoperta	   della	  
miocardina	   come	   un	   marcatore	   specifico	   per	   il	   tipo	   cellulare	   divenne	   chiaro	  
come	  l’SFR	  e	  i	  motivi	  CArG	  potessero	  mediare	  due	  vie	  opposte	  per	  l’espressione	  
genica.	  In	  promotori	  come	  il	  “c-­‐fos”,	  i	  fattori	  del	  complesso	  ternario	  come	  Elk-­‐1	  
è	   fosforilato	  da	  Erk	  1/2	   in	   risposta	  alla	   stimolazione	  del	   fattore	  di	   crescita	  del	  
siero.	   Elk-­‐1,	   una	   volta	   fosforilato,	   lega	   l’SRF,	   che	   si	   trova	   costitutivamente	  
legato	   al	   DNA,	   e	   porta	   all’attivazione	   del	   promotore.	  Nei	   promotori	  muscolo-­‐
specifici,	   la	  miocardina	  compete	  con	  Elk-­‐1	  per	   il	   legame	  con	  SRF.	   Il	   legame	  tra	  
miocardina	   e	   SRF	   promuove	   l’espressione	   di	   geni	   specifici	   delle	   cellule	  
muscolari	   lisce.	   Grazie	   a	   questo	  meccanismo,	   la	  miocardina	   ed	   Elk-­‐1	   possono	  
agire	   come	   un	   interruttore	   binario	   della	   trascrizione,	   che	   può	   regolare	   il	  
fenotipo	  contrattile	  e	  il	  fenotipo	  attivato	  nelle	  VSMC.	  	  
Ultimo	   fattore	   da	   prendere	   in	   esame	   sono	   i	   microRNA,	   dopo	   che	   il	   loro	  
coinvolgimento	   è	   stato	   dimostrato	   nel	   differenziamento	   e	   nella	   modulazione	  
fenotipica	  delle	  VSMC	  [Albinsson	  et	  al.	  2010].	  I	  microRNA	  sono	  piccole	  molecole	  
di	  RNA	  endogeno	  non	  codificante	  che	  regolano	  l’espressione	  genica	  attraverso	  
la	  degradazione	  o	   l’inibizione	  della	   traduzionedegli	  mRNA	  bersaglio.	   Il	  miRNA-­‐
145	   è	   espresso	   selettivamente	   nella	   parete	   del	   vaso,	   la	   sua	   espressione	   è	  
diminuita	   durante	   la	   formazione	   della	   lesione	   a	   carico	   della	   neointima	   e	   in	  
cellule	   in	   coltura,	   inoltre	   è	   un	   modulatore	   fenotipico	   attraverso	   il	   suo	   gene	  
bersaglio	  KLF5.	  
Il	   miRNA	   145	   può	   essere	   definito	   come	   il	   marcatore	   del	   fenotipo	   delle	  
VSMC	   più	   innovativo,	   ed	   è	   stato	   anche	   proposto	   come	   bersaglio	   terapeutico	  
delle	   patologie	   cardiovascolari.	   Nel	   comportamento	   è	   simile	   al	   miRNA-­‐143,	  
poiché	   l’over-­‐espressione	   “in	   vitro”	   di	   entrambi	   i	   miRNA	   è	   sufficiente	   per	  
indurre	   il	   differenziamento,	   mentre	   la	   loro	   diminuzione	   o	   rimozione	   porta	   le	  
VSMC	  verso	  uno	  stato	  attivato.	  E’	  stato	  dimostrato	  che	  il	  miRNA-­‐143	  si	   lega	  al	  
3’UTR	  di	  Elk-­‐1,	  mentre	  la	  miocardina,	  KLF4	  e	  CamkIId	  sono	  i	  bersagli	  del	  miRNA-­‐
145.	  Dunque,	  la	  coppia	  di	  miRNA-­‐143/145,	  controllando	  la	  concentrazione	  delle	  
proteine	   che	   regolano	   la	   contrattilità,	   sembrano	   avere	   un	   ruolo	   attivo	  
nell’acquisizione	  e	  nel	  mantenimento	  del	  fenotipo	  contrattile.	  
Anche	   il	  mi-­‐RNA	  21	  è	  ampiamente	  studiato	  poiché	  sembra	  avere	  un	  ruolo	  
nella	   proliferazione	   e	  migrazione	   delle	   VSMC	   polmonari	   dopo	   ipossia.	   Risulta	  
essere	   up-­‐regolato	   nella	   parete	   vascolare	   dopo	   danno	   da	   angioplastica,	   ed	   è	  
stato	   proposto	   come	   attore	   protagonista	   nella	   patologie	   vascolari	   a	   carattere	  
proliferativo.	   Invece,	   la	   sua	   inibizione	   in	   VSMC	   in	   coltura,	   diminuisce	   la	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proliferazione	   e	   aumenta	   l’apoptosi:	   i	   suoi	   bersagli	   proposti	   sono	   il	   PTEN,	   e	  
indirettamente,	   BCL-­‐2.	   Il	   PDGF	   induce	   l’espressione	   del	   miRNA-­‐221	   e	   del	  
miRNA-­‐222,	  che	  diminuisce	   l’espressione	  dei	  marcatori	  del	  differenziamento	  e	  
innesca	  la	  migrazione	  e	  la	  proliferazione.	  
	  
È	  dunque	  evidente,	  a	  questo	  punto	  che	   le	  cellule	  VSMC	  sono	  molto	  attive	  
nel	   dinamismo	   dei	   segnali	   outside-­‐in	   e	   inside-­‐out,	   sono	   soggette	   a	   segnali	  
esterni	   ai	   quali	   reagiscono,	   e	   sono	   predisposte	   a	   esercitare	   la	   propria	   azione	  
verso	  l’esterno.	  Il	  bilancio	  fra	  tutta	  questa	  varietà	  di	  segnali	  è	  delicato	  e	  critico,	  
e	  quando	  si	  ha	  un	  turbamento,	  si	  può	  avere	   l’insorgenza	  e	   lo	  sviluppo	  di	   stati	  
patologici.	  
	  
Dalla	   modulazione	   fenotipica	   delle	   VSMC	   alle	   malattie	   cardiovascolari:	  
aterosclerosi	  e	  restenosi	  
E’	  ormai	  evidente	  che	  la	  modulazione	  fenotipica	  delle	  VSMC	  giochi	  un	  ruolo	  
chiave	   nella	   riparazione	   del	   danno	   vascolare,	   e	   che	   influenzi	   lo	   sviluppo	   e	   la	  
progressione	   dell’aterosclerosi.	   Eppure	   a	   oggi	   l’estrema	   complessità	   di	   tale	  
meccanismo	  rende	  ancora	  difficile	  la	  comprensione	  della	  regolazione	  di	  questo	  
processo	  “in	  vivo”.	  
Infatti	  solo	  ora	  si	  stanno	  iniziando	  a	  capire	  alcuni	  dei	  meccanismi	  molecolari	  
e	  dei	   fattori	   che	   controllano	   la	   transizione	   fra	   stati	   fenotipici,	   e	   rimane	  molto	  
scarsa	   la	   conoscenza	   di	   cosa	   controlli	   esattamente	   questo	   passaggio	   nello	  
sviluppo	  dei	  diversi	  stati	  dell’aterosclerosi.	  
L’aterosclerosi	   (figura	   10)	   è	   una	   malattia	   a	   carattere	   infiammatorio,	  
caratterizzata	   dalla	   presenza	   all’interno	   del	   lume	   vasale	   di	   una	   placca	  
aterosclerotica:	   le	   caratteristiche	  di	   quest’ultima	   rappresentano	   i	   diversi	   stadi	  
della	  progressione	  della	  patologia.	  
Il	   primo	   passo	   è	   rappresentato	   dal	   danno	   a	   livello	   dell’endotelio,	   con	  
conseguente	  diminuzione	  dei	  livelli	  di	  NO	  (ossido	  nitrico)	  che	  inibisce	  la	  crescita	  
e	   la	   migrazione	   delle	   VSMC	   e	   con	   aumento	   dell’espressione	   di	   ICAM-­‐1	  
(intercellular	   cell	   adhesion	   molecule-­‐1)	   e	   di	   VCAM-­‐1	   (vascular	   cell	   adhesion	  
molecule-­‐1).	   In	   parallelo	   alla	   produzione	   di	   chemochine	   e	   proteine	  
chemoattraenti,	  le	  molecole	  di	  adesione	  causano	  l’aggregazione	  e	  la	  migrazione	  
di	   monociti,	   macrofagi	   e	   piastrine	   all’interno	   della	   parete	   vasale.	   I	   macrofagi	  
internalizzano	   le	   LDL	   (lipoproteine	   a	   bassa	   densità)	   diventando	   cellule	  
schiumose	   (foam	   cells)	   e	   producendo	   strie	   lipidiche.	   Anche	   la	   produzione	   di	  
ROS,	  specie	  reattive	  all’ossigeno,	  dovute	  soprattutto	  all’ADPH	  ossidasi,	  è	  stata	  
correlata	  con	   lo	  sviluppo	  della	  placca	  aterosclerotica	   in	  questo	  stato,	   le	  VSMC	  
migrano	   dalla	   tonaca	   media	   alla	   tonaca	   intima,	   sintetizzano	   la	   matrice	  
extracellulare,	   si	  uniscono	  nell’area	  dell’infiammazione	  e	   interferiscono	  con	   lo	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sviluppo	   della	   lesione.	   L’accumulo	   ciclico	   di	   monociti,	   la	   proliferazione	   delle	  
VSMC,	   e	   la	   formazione	   di	   tessuto	   fibrosoportano	   a	   un	   inspessimento	   della	  
lesione,	   caratterizzata	   da	   un	   cappuccio	   fibroso	   e	   daun	   core	   necrotico	   in	   cui	  
sono	  dispersi	  i	  lipidi.	  Questa	  ulteriore	  complicazione	  della	  lesione	  può	  portare	  a	  
rottura	   della	   placca:	   la	   causa	   principale	   di	   questo	   fenomeno	   è	   rintracciabile	  
nell’assottigliamento	   del	   cappuccio	   fibroso	   a	   causa	   dell’apoptosi	   delle	   VSMC.	  
Quindi	   le	   VSMC	   sono	   coinvolte	   non	   solo	   nella	   progressione	   ma	   anche	   nel	  
processo	  di	  rottura	  della	  placca.	  
La	   letteratura	   più	   recente,	   descrive	   il	   ruolo	   stabilizzante	   delle	  VSMC	  nella	  
placca	  della	  lesione	  di	  stato	  avanzato,	  infatti,	  l’interferone-­‐γ	  rilasciato	  a	  seguito	  
dell’attivazione	   dei	   macrofagi	   induce	   la	   sintesi	   di	   collagene	   da	   parte	   delle	  
VSMC,	   e	   questo	   rappresenta	   un	   fattore	   importante	   per	   la	   stabilizzazione	   del	  
cappuccio	   fibroso.	   Akt-­‐1	   dimostra	   un	   ruolo	   centrale	   nel	   promuovere	   la	  
proliferazione	  e	  la	  migrazione	  delle	  VSMC,	  e	  questo	  è	  importante	  nel	  contenere	  
lo	   stress	   ossidativo	   che	   induce	   apoptosi.	   Quindi,	   queste	   funzioni	   hanno	  
un’azione	   benefica	   negli	   stati	   tardivi	   dell’aterosclerosi	   poiché	   prevengono	   la	  
vulnerabilità	  della	  placca.	  	  
Il	   ruolo	   della	   modulazione	   delle	   VSMC	   negli	   stadi	   iniziali	   e	   nella	  
progressione	  dell’aterosclerosi	  è	  dunque	  controverso,	  come	  anche	  riportato	  da	  
recenti	   pubblicazioni	   [Higashi	   et	   al.,	   2001].	   Sono	   infatti	   note	   regolazioni	   sia	  
positive	   che	   negative	   sull’attività	   migratoria	   e	   proliferativa	   delle	   VSMC:	   si	  
hanno	   infatti	   promotori	   come	   il	   PDGF,	   l’endotelina-­‐1,	   la	   trombina,	   l’FGF,	  
l’interferone-­‐γ	   e	   l’interleuchina-­‐1	   (IL-­‐1),	   ma	   anche	   inibitori	   come	   gli	   eparan	  
solfati,	  l’NO,	  e	  il	  TGF-­‐β.	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Figura	   10. Stadio	   iniziale,	   progressione	   e	   complicazione	   delle	   placca	   coronarica	  
aterosclerotica.	   La	   sezione	   longitudinale	   (in	   alto),	   rappresenta	   l’andamento	   temporale	  
dall’arteria	   normale	   alla	   formazione	   dell’ateroma	   che	   causa	   la	   manifestazione	   clinica	   dei	  
trombosi	  e	   stenosi	   (5,	  6,	  7).	   In	  basso,	   sezioni	   trasversali	  mostrano	   I	   vari	   stadi	  dell’evoluzione	  
dell’ateroma.	   (1)	  Arteria	  normale.	   (2)	   L’inizio	  della	   lesione	  si	  ha	  quando	   le	  cellule	  endoteliali,	  
attivate	   da	   fattori	   di	   rischio	   come	   l’iperlipoproteinemia,	   esprimono	   fattori	   di	   adesione	   e	  
molecule	  chemo-­‐attraenti,	  che	  reclutano	  i	  leucociti	  infiammatori	  (monociti	  e	  linfociti	  T).	  I	  lipidi	  
extracellulari	   iniziano	   ad	   accumularsi	   all’interno	   dell’intima.	   (3)	   Evoluzione	   delle	   stringhe	  
fibrose:	   I	   monociti	   reclutati	   nella	   parete	   dell’arteria	   diventano	   macrofagi	   ed	   esprimono	  
recettori	   “scavenger”	   (spazzini)	   che	   legano	   le	   lipoproteine	   modificate.I	   macrofagi	   diventano	  
cellule	  schiumose	  piene	  di	   lipidi	  per	   incorporazione	  di	   lipoproteine	  modificate.	   I	   leucociti	  e	   le	  
cellule	   della	   parete	   del	   vaso	   possono	   sercernere	   citochine	   infiammatorie	   e	   fattori	   di	   crescita	  
che	  amplificano	  il	  reclutamento	  di	  leucociti	  e	  provocano	  la	  migrazione	  e	  la	  proliferazione	  delle	  
cellule	   muscolari	   lisce.	   (4)	   Con	   il	   progredire	   della	   lesione,	   i	   mediatori	   dell’infiammazione	  
causano	   l’espressione	   del	   fattore	   tissutale,	   un	   potente	   procoagulante,	   e	   una	   proteinasi	   che	  
degrada	   la	  matrice,	   che	   porta	   all’indebolimento	   del	   cappuccino	   fibroso	   della	   placca.	   (5)	   Se	   il	  
cappuccio	  fibroso	  si	  rompe	  nel	  suo	  punto	  di	  indebolimento,	  I	  fattori	  di	  coagulazione	  nel	  sangue	  
possono	  accedere	  al	   core	   lipidico	   che	   contiene	   il	   fattore	   tissutale,	   portando	  a	   trombosi	  della	  
placca	  aterosclerotica	  non	  occlusiva.	  Seil	  bilancio	  fra	  meccanismo	  pro-­‐trombotico	  e	  fibrinolitico	  
in	   una	   particolare	   regione	   ad	   un	   determinate	   tempo	   è	   sfavorevole,	   il	   trombo	   occlusivo	  
potrebbe	   causare	   la	   sindrome	   coronarica	   acuta.(6)	   Quando	   il	   trombo	   si	   riassorbe,	   I	   prodotti	  
associati	   con	   la	   trombosi	   come	   la	   trombina	  e	   I	  mediatori	   rilasciati	  dalla	  degranulazione	  delle	  
piastine	  (incluso	  il	  PDGF,	  platelet-­‐derived	  growth	  factor	  e	  il	  TGFβ,	  transforming	  growth	  factor-­‐
β)	   possono	   causare	   una	   risposta	   di	   guarigione,	   portando	   all’aumento	   dell’accumulo	   di	  
collagene	  e	  alla	  crescita	  delle	  cellule	  muscolari	  lisce.	  In	  questo	  modo,	  la	  lesione	  diventa	  fibrosa	  
e	  spesso	  può	  evolvere	  a	  placca	  calcificata,	   	  causando	  una	  stenosi	  significativa	  e	  portando	  allo	  
stabilirsi	  dei	  sintomi	  dell’angina	  pectoris	  stabile.	  (7)	  In	  alcuni	  casi	  ,	  la	  nascita	  di	  trombi	  occlusivi	  
non	   si	   ha	   dalla	   rottura	   del	   cappuccino	   fibroso,	   ma	   dall’erosione	   superficiale	   dello	   strato	  
endoteliale.	  Questo	  porta	  alla	  formazione	  di	  un	  trombo	  murale,	  dipendente	  dal	  bilancio	  locale	  
fra	   fattori	   protrombotici	   e	   fibrinolitici,si	   può	   avere	   un’evoluzione	   verso	   l’infarto	   miocardico	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acuto.	  L’erosione	  superficiale	  spesso	  complica	  la	  lesione	  stenotica.	  Comunque,	  come	  illustrato	  
in	   figura,	   l’erosione	   superficiale	  non	  è	   sempre	  presente	  a	   seguito	  della	   rottura	  del	   cappuccio	  
fibroso	  [Libby	  et	  al.,	  2001].	  
	  
La	   restenosi	   è	   un’altra	   comune	   patologia	   cardiovascolare,	   e	   rappresenta	  
una	  complicazione	  a	   seguito	  dell’intervento	  di	  angioplastica	  coronarica	   (figura	  
11).	   La	   PTCA	   (percutaneous	   transluminal	   coronary	   angioplasty),	   angioplastica	  
percutanea	   transluminale	   coronarica,	   è	   una	   procedura	   che	   prevede	  
l’inserimento	   di	   un	   catetere,	   solitamente	   per	   via	   femorale,	   fino	   alla	   zona	  
dell’occlusione	  coronarica.	  A	  questo	  livello	  si	  procede	  a	  gonfiare	  un	  palloncino	  
dilatabile,	   in	  modo	  da	  schiacciare	   la	  placca	  e	  dilatare	   il	   vaso.	  Una	  volta	  che	   la	  
pervietà	   dell’arteria	   è	   stata	   ripristinata	   si	   procede	   al	   posizionamento	   di	   uno	  
stent	  di	  materiale	  biocompatibile.	  Gli	  stent	  sono	  endoprotesi	  vascolari,	  di	  forma	  
cilindrica	   e	   struttura	   a	   rete,	   solitamente	   di	   materiale	  metallico,	   posso	   essere	  
“nudi”	   o	   rivestiti	   da	   biopolimeri;	   hanno	   la	   funzione	   di	   fornire	   il	   sostegno	  
meccanico	  per	  conservare	  il	  lume	  del	  vaso	  pervio.	  
Limite	   di	   questa	   tecnica	   interventistica	   è	   rappresentato	   appunto	   dalla	  
restenosi,	  fenomeno	  di	  riocclusione	  dei	  vasi	  trattati,	  che	  si	  riscontra	  nel	  30-­‐40%	  
dei	   soggetti	   a	  6	  mesi	  dal	   trattamento	  di	  PTCA	   [Babapulle	  et	   al.,2002].	  Questo	  	  
rappresenta	   un	   problema	   non	   ancora	   completamente	   chiarito	   e	   risolto,	  
nonostante	   gli	   enormi	   progressi	   compiuti	   nel	   campo	   degli	   stent	   rivestiti.	  
Fenomeni	   quali	   la	   denudazione	   dell’endotelio,	   trauma	   a	   livello	   delle	   VSMC,	   e	  
conseguente	   rilascio	   di	   fattori	   di	   crescita,	   portano	   all’attivazione	   delle	   cellule	  
muscolari	  lisce.	  Come	  conseguenza,	  le	  VSMC	  migrano	  nello	  spazio	  sub-­‐intimale,	  
proliferano	   e	   secernono	   abbondante	   matrice	   extracellulare	   che	   contribuisce	  
alla	   formazione	   dell’iperplasia	   dell’intima,	   contribuendo	   alfenomeno	   della	  
restenosi.	  
L’intervento	   di	   angioplastica	   riduce	   il	   fenomeno	   del	   rimodellamento	  
vascolare,	  ma	  come	  visto,	   risulta	  essere	  scarsamente	  efficace	  a	   lungo	  termine	  
da	  un	  punto	  di	   vista	   clinico,	   poiché	   si	   va	   incontro	   a	   formazione	  di	   neointima,	  
riduzione	  del	  lume	  del	  vaso,	  e	  trombosi	  nella	  zone	  dell’impianto	  dello	  stent.	  
	  
Nonostante	  il	  comprovato	  contributo	  alla	  formazione	  della	  neointima	  delle	  
cellule	   endoteliali,	   dei	   fibroblasti	   dell’avventizia,	   e	   delle	   cellule	   derivate	   dal	  
midollo	  osseo,	  è	  ancora	  molto	  forte	  nella	  comunità	  il	  dogma	  secondo	  il	  quale	  le	  
VSMC	   dell’intima	   originano	   essenzialmente	   dalle	   VSMC	   pre-­‐esistenti	   nella	  
tonaca	  media.	  È	  stato	  comunque	   inequivocabilmente	  dimostrato	  che	   le	  VSMC	  
all’interno	   della	   lesione	   aterosclerotica	   mostrano	   proprietà	   morfologiche,	  
biochimiche,	  e	  fisiologiche	  che	  differiscono	  a	  seconda	  della	  localizzazione,	  della	  
caratteristica	   e	   dello	   stadio	   patologico.	   Questo	   scenario	   è	   dunque	  
estremamente	   complesso,	   ed	   è	   dunque	   impossibile	   distinguere	   il	   fenotipo	  
patologicoda	  quello	   fisiologico.	  Per	  cercare	  di	  chiarire	  questo	  campo	  si	  stanno	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conducendo	   diversi	   studi	   per	   la	   caratterizzazione	   delle	   VSMC	   della	   neointima	  
comparandole	  alle	  VSMC	  delle	  arterie	  normali.	  
	  
Figura	   11.	   Rappresentazione	   schematica	   dell’intervento	   di	   Angioplastica	   Percutanea	  
Transluminale	  Coronarica	  (PTCA)	  con	  inserimento	  di	  stent.	  Nella	  figura	  in	  alto	  è	  rappresentato	  
il	   processo	   di	   aterosclerosi	   coronarica	   che,	   in	   questo	   esempio,	   interessa	   l’arteria	   coronarica	  
destra	   ed	   è	   responsabile	   dell’occlusione	   del	   vaso	   in	   questione.	   Nelle	   figure	   successive	   sono	  
rappresentati	   i	   passaggi	   principali	   dell’intervento	   di	   angioplastica	   che	   permettono	   la	  
dilatazione	   del	   lume	   vasale,	   grazie	   all’uso	   di	   un	   palloncino	   gonfiabile.	   A	   questo	   fa	   seguito	  
l’inserimento	  dello	  stent	  al	  fine	  di	  mantenere	  pervio	  il	  vaso.	  La	  figura	  finale	  mette	  in	  mostra	  le	  
differenze	  tra	  l’arteria	  coronarica	  prima	  e	  dopo	  l’intervento.	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ovvero una rete costituita da leghe metalliche di diversa lunghezza e diametro a seconda 
delle dimensioni del vaso (Enciclopedia medica della fondazione Umberto Veronesi, 
Malattie del cuore). Lo “stent” è un’endoprotesi vascolare metallica che ha la funzione di 
fornire sostegno meccanico per mantenere pervio il lume vasale.  
 
 
 
Figura 17. Rappresentazione schematica dell’intervento di Angioplastica Percutanea Transluminale 
Cor narica (PTCA) con inserimento di sten . Nella figura in alto è rappresentato il processo di 
aterosclerosi coronarica che, in questo esempio, interessa l’arteria coronarica destra ed è responsabile 
dell’occlusione del vaso in questione. Nelle figure successive sono rappresentati i passaggi principali 
dell’intervento di angioplastica che permettono la dilatazione del lume vasale, grazie all’uso di un 
palloncino gonfiabile. A questo fa seguito l’inserimento dello stent al fine di mantenere pervio il vaso. 
La figura finale mette in mostra le differenze tra l’arteria coronarica prima e d po l’intervento. 
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“Knock-­‐down”	   genico:	   strategia	   per	   l’identificazione	   e	   la	   convalida	   di	  
nuovi	  bersagli	  diagnostici	  e	  terapeutici	  
Il	  sequenziamento	  del	  genoma	  umano	  rappresenta	  sia	   il	  punto	  di	  arrivo	  di	  
un	   intricato	   percorso	   iniziato	  molti	   anni	   fa	   con	   la	   scoperta	   della	   struttura	   del	  
DNA	   ad	   opera	   di	  Watson	   e	   Crick	   nel	   1953,	  ma	   anche	   il	   punto	   di	   partenza	   di	  
nuove	  frontiere	  che	  sfruttano	  la	  completa	  conoscenza	  del	  genoma.	  
Inaspettatamente	   solo	   il	   2%	   dell’intera	   sequenza	   del	   genoma	   umano	  
codifica	  proteine	  le	  cui	  funzioni	  non	  sono	  del	  tutto	  chiarite;	  come	  conseguenza	  
di	  tale	  osservazione	  hanno	  preso	  piede	  numerose	  discipline.	  La	  trascrittomica,	  
la	  proteomica,	  la	  metabolomica,	  racchiuse	  nel	  mondo	  delle	  cosidette	  “omiche”,	  
sono	   solo	   alcune	   di	   queste	   nuove	   discipline,	   definite	   post-­‐genomiche.	  
L’obiettivo	   prefisso	   è	   quello	   di	   cercare	   una	   risposta	   al	   problema	  
dell’identificazione	  del	  ruolo	  dei	  diversi	  geni	  e	  delle	  relative	  proteine:	  questo	  è	  
fondamentale	  per	  offrire	  una	  visione	  globale	  dei	  processi	  biologici.	  
Tali	  tecnologie	  forniscono	  un’impressionante	  mole	  di	  dati	  e	  di	  informazioni	  
da	  cui	  è	  possibile	  generare	  nuove	  ipotesi	  atte	  a	  chiarire	  il	   legame	  esistente	  tra	  
l’espressione	   di	   uno	   o	   più	   geni	   e	   lo	   sviluppo	   di	   un	   preciso	   fenotipo.	   L’uso	   di	  
queste	   discipline	   emergenti,	   insieme	   a	   potenti	   strumenti	   (molecolari,	  
bioinformatici,	  strumentali)	  appositamente	  progettati	  per	   fornire	  collegamenti	  
funzionali	   dai	   geni	   ai	   fenotipi,	   ha	   reso	   possibile	   l’identificazione	   del	   ruolo	   di	  
numerosi	  fattori	  chiave	  coinvolti	  in	  molteplici	  processi	  fisiopatologici.	  
Conoscerne	   il	   ruolo	   rende	   dunque	   possibile	   discriminare	   gli	   elementi	   che	  
sono	   responsabili	   dell’insorgenza	   di	   una	   determinata	   patologia,	   della	   sua	  
progressione	   e	   del	   suo	   decorso.	   In	   questo	  modo	   sono	   stati	   individuati	   nuovi	  
putativi	   bersagli	   terapeutici.	   La	   convalida	   di	   questi	   ipotetici	   bersagli	   è	   spesso	  
eseguita	   dall’industria	   farmaceutica	   durante	   lo	   sviluppo	   dei	   farmaci.	   Questa	  
fase,	  tuttavia,	  è	  generalmente	  molto	  dispendiosa	  in	  termini	  di	  costi	  e	  di	  tempo	  
richiesto.	  Di	  conseguenza	  metodologie	  alternative	  in	  grado	  di	  fornire	  una	  rapida	  
convalida	   sono	   non	   solo	   preferibili	  ma	   necessarie	   per	   riuscire	   a	   soddisfare	   la	  
crescente	  domanda	  riguardante	  l’assegnazione	  delle	  funzioni	  e	  dei	  ruoli	  ai	  geni	  
di	  cui	  ancora	  poco	  si	  conosce.	  
A	  tale	  scopo,	  i	  criteri	  necessari	  per	  stabilire	  la	  funzione	  (o	  le	  funzioni)	  di	  un	  
determinato	  gene	  debbono	  rispondere	  a	  due	  requisiti	  fondamentali:	  
a)	   La	  possibilità	  di	  modificare	  la	  sua	  attività	  in	  modo	  significativo.	  
b)	   La	  sicurezza	  che	  tale	  modificazione	  sia	  limitata	  al	  gene	  di	  interesse.	  	  
Una	  metodologia	  che	  risponde	  ai	  requisiti	  sopraccitati	  e	  che	  è	  ampiamente	  
utilizzata	  è	  la	  tecnologia	  del	  “knock-­‐down”	  genico	  [Tedeschi	  et	  al.,	  2009]	  
Il	   “knock-­‐down”	   genico	   è	   una	   tecnica	   mediante	   la	   quale	   l’espressione	   di	  
uno	   o	   più	   geni	   dell’organismo	   è	   inibita	   attraverso	   l’uso	   di	   oligonucleotidi	  
sintetici	  che	  come	  è	  noto	  possono	  agire	  a	  livelli	  diversi.	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La	   variazione	   dell’espressione	   genica	   causata	   da	   oligonucleotidi	   sintetici	  
dipende	   da	   un’inibizione	   temporanea	   (inibizione	   transiente)	   che	   non	   implica	  
alcuna	   modificazione	   del	   DNA	   cromosomico.	   L’alterazione	   dell’espressione	  
genica	   può	   essere	   ottenuta	   agendo	   ad	   uno	   dei	   diversi	   livelli	   della	   biosintesi	  
proteica.	  
I	   principali	   bersagli	   degli	   agenti	   di	   natura	   oligonucleotidica	   sono	   infatti	  
(figura	  12):	  
• L’attività	  trascrizionale.	  	  
• L’attività	  traduzionale.	  
• L’attività	  della	  proteina	  espressa	  dal	  gene.	  
	  
	  
Figura	  12.	  Bersagli	  e	  strumenti	  utilizzati	  nella	  strategia	  del	  “knock-­‐down”	  genico.	  
	  
Nel	   “knock-­‐down”	   genico	   il	   legame	   degli	   oligonucleotidi	   sintetici	   alla	  
sequenza	  bersaglio	  può	  avvenire	  a	  livello	  del	  DNA	  o	  dell’RNA.	  Nel	  primo	  caso	  si	  
ottiene	   una	   riduzione	   dell’espressione	   mediante	   il	   blocco	   della	   trascrizione	  
(legame	   temporaneo	   al	   DNA	   genomico)	   nel	   secondo	   caso	   si	   genera	   il	   blocco	  
della	   traduzione	   (sia	   che	   si	   tratti	   dell’mRNA	   che	   del	   pre-­‐mRNA	   non	   ancora	  
processato).	   Con	   gli	   oligonucleotidi	   è	   possibile	   anche	   indurre	   un	   blocco	  
dell’attività	  della	  proteina	  espressa	  dal	  gene	  preso	  in	  esame.	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Questa	   strategia	   offre	   alcuni	   vantaggi	   se	   confrontata	   alla	   tecnologia	   del	  
“knock-­‐out”	   genico.	   Quest’ultima,	   infatti,	   è	   una	   tecnica	   che	   si	   basa	  
sull’ottenimento	   di	   organismi	   in	   cui	   è	   permanentemente	   soppressa	  
l’espressione	  di	  un	  determinato	  gene.	  Lo	  scopo	  è	  lo	  studio	  degli	  effetti	  di	  quella	  
precisa	   inattivazione	   nel	   contesto	   dell’organismo	   intero	   e	   del	   suo	   sviluppo	   a	  
partire	  dal	  gamete	  fecondato	  [Bhindi	  et	  al.,	  2007].	  
Caratteristica	  del	  “knock-­‐down”	  genico,	   invece,	  è	  quella	  di	  agire	  su	  cellule	  
somatiche,	  mature,	  differenziate,	  al	  contrario	  del	  “knock-­‐out”	  genico	  che	  agisce	  
su	   cellule	   	   embrionali.	   Vincoli	   dovuti	   ai	   processi	   dello	   sviluppo	   dall’embrione	  
all’individuo	   adulto	   ed	   eventi	   letali	   possono	   condizionare	   pesantemente	  
l’approccio	  del	  “knock-­‐out”.	  
Un	   altro	   vantaggio	   a	   favore	   della	   tecnologia	   del	   “knock-­‐down”	   genico	   è	  
rappresentato	   dalla	   possibilità	   di	   ripristinare	   l’attività	   del	   gene	   silenziato.	   Il	  
“knock-­‐down”	  genico	  è	  diventato	  molto	  popolare	  nella	   ricerca	  di	  base	  e	  nella	  
ricerca	   applicata,	   specialmente	   nei	   campi	   della	   genomica	   funzionale	   e	  
terapeutica.	   Infatti	   l’inibizione	   di	   un	   singolo	   gene	   in	   un	   definito	   contesto	  
fisiopatologico	  può	  chiarire	  il	  contributo	  del	  gene	  alla	  patologia	  e	  può	  mettere	  
in	  luce	  il	  potenziale	  terapeutico	  che	  presenta	  la	  sua	  inattivazione.	  
Di	   conseguenza,	   tale	   metodologia	   può	   essere	   sia	   uno	   strumento	   per	   la	  
convalida	   di	   nuovi	   bersagli	   terapeutici	   sia	   un	  mezzo	   per	   la	   scoperta	   di	   nuovi	  
marcatori	  fisiopatologici,	  fornendo	  una	  sponda	  sperimentale	  a	  completamento	  
dei	   lavori	   di	   ricerca	   portati	   avanti	   dalle	   discipline	   post-­‐genomiche	   come	   la	  
proteomica.	  
	  
Impiego	   degli	   oligonucleotidi	   sintetici	   nel	   controllo	   dell’espressione	  
genica	  
Gli	   agenti	   di	   natura	   oligonucleotidica	   capaci	   di	   agire	   in	   modo	   selettivo	   a	  
diversi	  livelli	  sull’espressione	  genica	  sono	  svariati:	  
• a	  livello	  della	  trascrizione:	  oligonucleotidi	  anti-­‐gene,	  “decoys”;	  
• a	   livello	   della	   traduzione:	   oligonucleotidi	   anti-­‐senso,	   “short-­‐
interfering	  RNA”,	  ribozimi;	  
• a	  livello	  della	  proteina:	  aptameri	  
• a	  livello	  multiplo	  (traduzione	  e	  proteina):	  aptazimi.	  
	  
Oligonucleotidi	   che	   mediano	   una	   inibizione	   genica	   trascrizione-­‐
dipendente	  	  
Si	   tratta	   di	   una	   strategia	   di	   regolazione	   genica	   che	   interferisce	   con	   il	  
meccanismo	  di	  attivazione	  del	  complesso	  trascrizionale.	  In	  accordo	  con	  questo	  
approccio	  si	  possono	  distinguere	  due	  opzioni:	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a)	   il	   mascheramento	   dei	   siti	   di	   legame	   con	   il	   DNA	   dei	   fattori	   di	   trascrizione	  
mediante	   oligonucleotidi	   anti-­‐gene	   capaci	   di	   realizzare	   strutture	   a	   tripla	   elica	  
nelle	  regioni	  regolatorie	  [Singhai	  et	  al.,	  2011],	  	  
b)	   la	   competizione	   negativa	   verso	   i	   medesimi	   siti	   di	   legame	   mediante	   DNA-­‐
decoys	  di	  cui	  parleremo	  più	  estesamente	  per	   la	   loro	  più	  elevata	  probabilità	  di	  
successo,	   per	   la	   loro	   più	   semplice	   progettazione	   e	   per	   il	   fatto	   che	   sono	   stati	  
adottati	  nel	  corso	  di	  questo	  lavoro	  sperimentale.	  
	  
DNA	  decoy	  
Il	   principio	   su	   cui	   si	   basa	   il	   funzionamento	   dei	   decoy	   è	   l’inibizione	   dei	  
complessi	   proteici	   dell’attivazione	   trascrizionale.	   Si	   tratta	   di	   una	   inibizione	   di	  
tipo	   competitivo	   per	   il	   legame	   dei	   fattori	   di	   trascrizione	   con	   la	   sequenza	  
consenso	   del	   gene	   bersaglio.	   Questi	   oligonucleotidi	   sintetici	   sono	   dunque	  
diretti	  verso	  il	  prodotto	  finale	  dell’espressione	  genica:	  la	  proteina	  [Tomita	  et	  al.,	  
2007].	  	  
I	   decoy	   sono	   sequenze	   a	   doppio	   filamento	   di	   DNA	   che	   ricalcano	   il	   sito	   di	  
legame	   specifico	   (in	   singola	   o	   multipla	   copia)	   di	   proteine	   che	   agiscono	   su	  
regioni	   regolatorie	   del	   DNA.	   L’interazione	   fra	   DNA	   e	   proteina	   è	   mediata	  
principalmente	   dalla	   topologia	   del	   solco	   largo	   della	   doppia	   elica.	   Questa	  
proprietà,	  che	  rende	  l’interazione	  assolutamente	  specifica,	  risiede	  in	  una	  sorta	  
di	   secondo	   codice	   genetico	   leggibile	   proprio	   nel	   solco	   largo.	   Si	   tratta	   di	   un	  
codice	   declinato	   dalla	   geometria	   della	   successione	   dei	   gruppi	   esposti	  
(idrofili/idrofobi,	   donatori/accettori	   di	   legami	   a	   idrogeno)	   (figura	   13)	   e	   può	  
essere	   riconosciuto,	   analogamente	   ad	   un	   codice	   a	   barre,	   dalle	   “DNA-­‐binding	  
proteins”	  come,	  per	  l’appunto,	  gli	  attivatori	  trascrizionali.	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Figura	   13.	   Rappresentazione	   delle	   diverse	   interazioni	   mediate	   dal	   solco	   maggiore	   della	  
doppia	  elica	  del	  DNA	  
	  
I	   “decoy”	   vengono	   generalmente	   realizzati	   per	   sintesi	   chimica	   automatica	  
secondo	  due	  diverse	  strategie:	  	  
a)	  preparando	  separatamente	  due	  segmenti	  complementari	  di	  DNA	  che	  poi	  
verranno	  appaiati	  tra	  loro	  prima	  dell’uso,	  	  
b)	  progettando	  una	  sequenza	  di	  DNA	  a	  singolo	  filamento	  che,	  contenendo	  
due	  porzioni	  complementari,	  è	  capace	  di	  realizzare	  la	  doppia	  elica	  mediante	  un	  
ripiegamento	  intra-­‐molecolare.	  	  
Questo	   secondo	   approccio	   è	   il	   più	   utilizzato	   perché	   offre	   il	   vantaggio	   di	  
fornire	  un’unica	   specie	  molecolare	   (senza	   il	   rischio	  di	  divari	  di	   concentrazione	  
fra	  i	  costituenti	  della	  doppia	  elica)	  che	  a	  sua	  volta	  è	  maggiormente	  protetta	  dai	  
processi	   di	   degradazione	   per	   la	   presenza	   di	   almeno	   un	   “loop”	   di	   alcuni	  
nucleotidi	  che	  elimina	  estremità	  libere,	  un	  sito	  di	  azione	  per	  le	  esonucleasi.	  Uno	  
schema	   del	   funzionamento	   dei	   decoy	   applicato	   ai	   fattori	   di	   trascrizione	   è	  
riportato	  in	  figura	  14:	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Figura	   14.	   	   A	   sinistra,	   schema	   di	   funzionamento	   dei	   decoy;	   a	   destra,	   esempio	   di	   decoy	  
dumbbell,	   protetto	   da	   due	   loop	   oligonucleotidici	   alle	   estremità	   della	   porzione	   a	   doppio	  
filamento	  
	  
La	   progettazione	   di	   decoy	   è	   subordinata	   alla	   conoscenza	   delle	   regioni	  
regolatorie	  dei	  geni	  dei	  quali	  si	  voglia	  provocare	  l’inibizione.	  A	  questo	  riguardo	  
è	   di	   grande	   aiuto	   una	   banca	   di	   dati	   internazionale,	   “Transfac®”	   (BIO-­‐BASE,	  
Germania).	  Da	  questo	  “database”	  è	  possibile	  desumere	   le	   sequenze	  consenso	  
specifiche	  di	  un	  determinato	  fattore	  di	  trascrizione;	  vengono	  inoltre	  indicate	  le	  
informazioni	   relative	   agli	   altri	   cofattori	   trascrizionali	   che	   interagiscono	   con	  
quello	  in	  esame	  per	  formare	  il	  complesso	  trascrizionale	  attivo.	  	  
	  
Oligonucleotidi	   che	   mediano	   una	   inibizione	   genica	   traduzione-­‐
dipendente	  
Questa	   via	   di	   inibizione	   dell’espressione	   genica	   si	   colloca	   a	   valle	   della	  
precedente	  essendo	  mirata	  ad	   interrompere	   il	   flusso	  della	  espressione	  genica	  
fra	   RNA	   e	   proteina.	   Si	   possono	   distinguere	   a	   questo	   proposito	   almeno	   tre	  
approcci	   che	   condividono	   il	   fatto	   che	   individua	   nell’appaiamento	   fra	  
oligonucleotide	  ed	  RNA	  bersaglio	  il	  principio	  del	  loro	  funzionamento:	  	  
a)	  oligonucleotidi	  antisenso,	  	  
b)	  short-­‐interfering	  RNA	  (siRNA),	  	  
c)	  ribozimi.	  	  
Mentre	   i	   primi,	   gli	   oligonucleotidi	   antisenso,	   rappresentano	   l’esempio	   storico	  
per	   primo	   utilizzato,	   ma	   il	   meno	   efficace,	   gli	   siRNA	   ed	   i	   ribozimi	   godono	   di	  
maggior	   popolarità	   per	   la	   loro	   efficacia.	   I	   primi,	   tuttavia,	   agiscono	   in	   virtù	  
dell’azione	  di	  un	  macchinario	  cellulare	  multiproteico	  che	  è	  saturabile.	  Pertanto,	  
gli	   siRNA,	   essendo	   circuitati	   nella	   fisiologia	   della	   regolazione	   fine	   della	  
espressione	   genica,	   ne	   condizionano	   il	   funzionamento	   provocando	  
frequentemente	   effetti	   collaterali	   indesiderati	   (off-­‐target	   effects).	   In	   questa	  
parte	  introduttiva	  focalizzeremo,	  pertanto,	  l’attenzione	  sui	  ribozimi	  che	  oltre	  ad	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essere	   indipendenti	   dai	   macchinari	   cellulari	   sono	   dotati	   di	   una	   più	   alta	  
specificità	  e	  	  sono	  stati	  perciò	  utilizzati	  nel	  presente	  lavoro	  sperimentale.	  
Ribozimi	  
Nel	   1982	   fu	   fatta	   un’incredibile	   e	   sconvolgente	   scoperta	   che	   cambiò	  
profondamente	  lo	  scenario	  che	  vedeva	  l’RNA	  come	  una	  molecola	  che	  si	  limita	  a	  
trasferire	   informazioni	   genetiche	  dal	  nucleo	  al	   citoplasma	  o	   che	   in	  alternativa	  
contribuisce	   a	   soddisfare	   le	   esigenze	   strutturali	   dei	   complessi	   RNA-­‐proteina:	  
per	   la	  prima	  volta	   infatti	   furono	  dimostratele	  proprietà	   catalitiche	  dell’RNA.	   Il	  
responsabile	  di	   tale	  scoperta	   fu	  Thomas	  Cech	  che	  per	   i	   suoi	  studi	  ha	  ricevuto,	  
insieme	  a	  Sidney	  Altman,	  il	  premio	  Nobel	  per	  la	  chimica	  nel	  1989.	  
I	   ribozimi	   sono	   molecole	   di	   RNA	   dotate	   di	   attività	   catalitica,	   in	   grado	   di	  
promuovere	   reazioni	   di	   varia	   natura.	   I	   più	   conosciuti	   e	   studiati	   sono	   quelli	  
capaci	  di	  effettuare	   la	  scissione	  di	   legami	   fosfodiesterici	  di	   filamenti	  di	  RNA	   in	  
corrispondenza	   di	   siti	   specifici.	   Fra	   questi	   il	   ribozima	   “hammerhead”	   è	   il	   più	  
piccolo	  RNA	  catalitico	  dotato	  di	  attività	  endoribonucleasica	  conosciuto.	  Risulta	  
essere	  quello	  più	  studiato	  perché	  facilmente	  ottenibile	  per	  via	  sintetica.	  [Citti	  et	  
al.,	  2005].	  
A	   partire	   dalla	   fine	   degli	   anni	   ’80	   i	   ribozimi	   hammerhead	   sono	   stati	  
ingegnerizzati	  con	  successo,	  producendo	  delle	  molecole	  con	  attività	  di	  scissione	  
“in	   trans”,	   in	   grado	   cioè	   di	   scindere	   altre	   molecole	   di	   RNA.	   Questi	   ribozimi	  
“trans-­‐acting”	   hanno	   la	   capacità	   di	   promuovere	   una	   scissione	   sequenza-­‐
specifica	  di	  molecole	  di	  RNA,	  contro	  le	  quali	  vengono	  appositamente	  progettati	  
[Citti	  e	  Rainaldi	  2005].	  Questa	  importante	  scoperta	  suscitò	  un	  grande	  interesse	  
nella	   comunità	   scientifica,	   decretando	   una	   significativa	   svolta	   nel	   ruolo	   dei	  
ribozimi	  a	  livello	  della	  ricerca	  di	  base	  e	  della	  ricerca	  applicata.	  
Da	  allora	  sono	  stati	  progettati	  numerosi	  ribozimi	  contro	  precise	  sequenze	  di	  
RNA,	   al	   fine	   di	   modulare	   l’espressione	   di	   specifici	   geni.	   Ad	   oggi,	   sono	   stati	  
pubblicati	  numerosi	  studi	  in	  grado	  di	  testimoniare	  il	  successo	  di	  una	  strategia	  di	  
“knock-­‐down”	   genico	   che	   coinvolge	   l’uso	   dei	   ribozimi	   come	   strumenti	   per	   la	  
modulazione	  dell’espressione	  genica.	  
La	  struttura	  secondaria	  dei	  ribozimi	  hammerhead	  consiste	  di	  una	  collezione	  
di	  11	  nucleotidi	  distribuiti	  in	  tre	  porzioni	  (bulge)	  a	  singolo	  filamento	  altamente	  
conservate	  che	  connettono	  tra	  loro	  tre	  eliche	  di	  arbitraria	  sequenza	  e	  lunghezza	  
(stem).	  Nel	  caso	  dei	  ribozimi	  “trans-­‐acting”,	  quesi	  sono	  costituiti	  da	  tre	  distinti	  
domini:	  
• Un	   dominio	   per	   il	   legame	   all’RNA	   bersaglio,	   consistente	   in	   due	  
braccia	   non	   contigue	   in	   grado	   di	   appaiarsi	   con	   il	   bersaglio	   per	  
generare	   gli	   stem	   I	   e	   III.	   Tali	   sequenze	   leganti	   rappresentano	   i	  
motivi	   “antisenso”	   della	   struttura	   e	   conferiscono	   al	   ribozima	   la	  
specificità	  per	  il	  bersaglio.	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• Un	   dominio	   catalitico,	   costituito	   dalla	   sequenza	   altamente	  
conservata	   a	   singolo	   filamento	   che	   connette	   rispettivamente	   lo	  
stem	   I	   allo	   stem	   II	   e	   lo	   stem	   II	   allo	   stem	   III.	   Di	   fondamentale	  
importanza	   all’interno	   di	   questa	   sequenza	   è	   il	   nucleotide	  
rappresentato	   dall’uridina	   in	   posizione	   7	   (U7),	   secondo	   la	  
numerazione	  convenzionale	  di	  Hertel	  et	  al.	  [1992]	  la	  cui	  presenza	  è	  
necessaria	  per	  garantire	  la	  reazione	  catalitica.	  
• Un	   dominio	   strutturale,	   costituito	   dallo	   stem	   II,	   ovvero	   dalla	  
regione	   centrale	   a	  doppio	   filamento,	  necessario	  per	  mantenere	   la	  
geometria	  del	  core	  catalitico.	  
L’unico	   requisito	   che	   l’RNA	   bersaglio	   deve	   possedere	   è	   una	   sequenza	  
consenso	   di	   tre	   nucleotidi	   a	   livello	   del	   sito	   di	   scissione,	   NUH,	   dove	   N	   è	   un	  
qualsiasi	  nucleotide	   (AGCU)	  e	  H	  può	  essere	  A,	  C,	  U	  ma	  non	  può	  mai	  essere	  G	  
(figura	  15).	  
	  
Figura	   15.	   Rappresentazione	   schematica	   di	   un	   ribozima	   hammerhead,	   con	   le	   linee	  
tratteggiate	   che	   mettono	   in	   evidenza	   i	   distinti	   domini	   funzionali.	   La	   freccia	   indica	   il	   sito	   di	  
cleavage,	   mentre	   la	   sequenza	   di	   lettere	   indica	   la	   sequenza	   a	   singolo	   filamento	   del	   core	  
catalitico.La	   numerazione	   usata	   è	   quella	   convenzionale	   proposta	   da	   Hertel	   at	   al	   nel	   1992	   e	  
accettata	  dagli	  studiosi	  dei	  ribozimi[Hertel	  et	  al.,	  1992].	  
	  
La	  reazione	  di	  scissione	  catalizzata	  da	  un	  ribozima	  hammerhead	  consiste	  in	  
una	   trans-­‐esterificazione	   di	   uno	   specifico	   legame	   fosfodiesterico,	   con	   la	  
conseguente	  formazione	  di	  due	  frammenti:	  il	  frammento	  a	  valle	  della	  scissione	  
(“down-­‐stream”)	   che	   contiene	   in	   posizione	   5’	   un	   gruppo	   idrossile	   e	   il	  
frammento	   a	   monte	   (“up-­‐stream”)	   che	   contiene	   un	   fosfato	   ciclico	   2’-­‐3’.	   Il	  
meccanismo	  con	  il	  quale	  procede	  questa	  reazione	  è	  una	  sostituzione	  nucleofila	  
di	   tipo	   SN2.	   Il	   gruppo	   2’-­‐OH	   del	   ribosio,	   adiacente	   al	   legame	   fosfodiesterico	  
their high efficiency, are the most frequently exploited inhibitors
compared with the less active antisense oligonucleotides.
All oligonucleotide inhibitors recognize their RNA target
through complementary interactions generating double helical
structures and, therefore, binding specificity depends on the
nucleotide sequence. Some sequences can, however, be shared
among different RNAs, raising a key question on how to design
target-specific oligonucleotides with no side effects. Such phe-
nomena, also referred to as ‘off-target-effects’, represent crucial
issues in the selection of knockdown tools. In this paper, we
describe the main features of hammerhead ribozymes and discuss
their properties and possible applications in target discovery and
validation in the light of recent research.
Hammerhead ribozymes realization and applications
The hammerhead ribozyme, the smallest known RNA catalytic
motif with endoribonucleolytic activity [5,6], displays a secondary
structure where a 17-nucleotide, highly conserved catalytic
domain connects three base-paired stems (Figure 1). The cleavage
reaction occurs downstream to a NUH site within the RNA target
sequence. Stems I and III ensure binding specificity while stem
loop II has structural significance and is involved in active con-
formation establishment. Hammerhead ribozymes have been
highly characterized and their cleavage mechanism defined
[7,8]. For any years conflicting results made biochemical data
and crystal structure of minimal hammerhead sequence irrecon-
cilable [9]. Recently, Martick and Scott resolved the crystal struc-
ture of a natural 63 nucleotide hammerhead ribozyme from
Schistosoma Mansoni satellite RNA [8]. This ribozyme shows a
tertiary stabilizing motif-connecting loop II to a bulged loop
exposed on the extended distal region of stem I. This structure
supports the active geometry, suggesting acid–base cleavage cat-
alysis promoted by ‘in-line’ geometry without involvement of
divalent metal ions. Instead, minimal hammerhead ribozymes
are found predominantly in an inactive conformation requiring
a structural change in order to be activated. This would explain
why they are 500–1000-fold less active than full-length ones [10].
These findings reconcile three-dimensional and biochemical
observations explaining some experimental failures. Hammerhead
ribozymes react independently of any cellular machinery, so they
can also operate in vitro. Many studies have been performed on
minimal ribozymes directed against RNA sequences with the
purpose of designing strategies, for basic applications and ther-
apeutic perspectives. Some ribozymes have come through clinical
trial and their subsequent registration as drugs goes some way to
validate their therapeutic value [11]. Although the therapeutic
applications of hammerhead ribozymes are still sparse, due to
unresolved in vivo delivery problems, they are widely used as
gene-expression modulators for disease phenotyping or therapeu-
tic target assessment [12]. We shall now describe some aspects
concerning design and preparation of effective hammerhead ribo-
zymes.
The tricky task of hammerhead ribozyme design and
characterization
Ribozyme design and characterization includes: (a) computational
analysis of target sites and definition of related ribozymes, (b)
sy thesis and purification of selected sequences (c) characteriza-
tion of ribozyme cleavage properties and (d) chemical stabilization
of active sequences or cloning in expression vectors. Since cleavage
site accessibility is necessary for ribozyme target binding, some
predictive computing methods were implemented to map ‘open’
regions verifying their uniqueness over all known transcriptomes.
These methods identified some potentially effective ribozymes,
with no obvious off-target effects [13,14], demonstrating an extre-
mely reduced number of useful sites within a given target. This
represents a considerable drawback, especially when short or
incomplete RNA sequences have to be targeted. Moreover, the
significance of predictive computing analyses is dramatically
reduced in the last instance.
Considering recent findings on the cleavage reaction mechan-
ism, search for ribozymes containing stem I distal stabilizing
motifs should be introduced, reducing the identification of useful
targets and limiting, if not impairing, the design of full-length
hammerhead ribozymes. Therefore, minimal hammerhead
sequences, although less active, will have a more practical value
unless artificial motifs mimicking tertiary stabilization become
universally applicable [15]. With regard to synthetic ribozymes,
cleavage constraints have shown to expand from simple NUH to
NAH andNCH triplets, introducing pointmutations at position 15
of the catalytic core [16,17]. The introduction of these ‘non
canonical’ triplets enhances the probability of finding useful
ribozymes in whatever RNA sequence.
Several experimental combinatorial approaches mapping acces-
sible triplets for ribozyme cleavage were developed. Antisense
oligonucleotide libraries were used to find ‘open’ regions taking
advantage of the finding that oligonucleotides bind target
sequences mainly at unpaired, single-stranded regions [18,19].
An alternative in vitro approach was exploited by repeated selec-
tion cycles of transcription, binding and RT-PCR amplification
performed on a library of randomized RNA oligonucleotides, so-
called ‘guide-RNA’ [20]. Using a combinatorial library of ribo-
zymes, as an alternative to antisense, Lieber and Strauss refined
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FIGURE 1
Features of hammerhead ribozymes. A generic diagram of a hammerhead
ribozyme bound to its target substrate: NUH is the cleavage triplet on target
sequence, stems I and III are sites of the specific interactions between
ribozyme and target, stem II is the structural element connecting separate
parts of the catalytic core. Arrows represent the cleavage site, numbering
system according to Hertel et . [60].
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scissile,	  attua	  un	  attacco	  nucleofilo	  in	  linea	  sull’atomo	  di	  fosforo,	  portando	  alla	  
formazione	  di	  un	  diestere	  ciclico	  2’-­‐3’	  fosfato	  all’estremità,	  H17,	  del	  complesso	  
catalitico	   e	   di	   un	   gruppo	   uscente	   5’-­‐OH	   libero	   sull’altra	   estremità	  
corrispondente	  al	  nucleotide	  N1	  della	  struttura.	  
Una	  prima	  ipotesi	  sul	  meccanismo	  di	  catalisi	  proponeva	  il	  coinvolgimento	  di	  
due	   ioni	   Mg++esacoordinati	   che	   mediavano	   una	   catalisi	   acido-­‐base	  
generalizzata.	  Per	  questo	  motivo	  era	  stato	  ipotizzato	  che	  tutti	  gli	  RNA	  catalitici	  
fossero	   dei	   metallo-­‐enzimi	   [Pyle	   1993],	   per	   i	   quali	   era	   cioè	   necessaria	   la	  
presenza	  del	  Mg++	  per	  effettuare	  la	  reazione	  catalitica.	  
Tuttavia	  per	  molti	  anni	   i	  dati	  biochimici	  ottenuti	  erano	   in	   forte	  disaccordo	  
con	   gli	   studi	   di	   strutturistica	   cristallografica	   condotti	   su	   cristalli	   di	   ribozimi	  
hammerhead.	   Tali	   studi	   erano	   stati	   effettuati	   su	   sequenze	   hammerhead	   che	  
erano	   state	   limitate	   alle	   minime	   sequenze	   attive	   cataliticamente,	   definite	  
“minimal”	   [Uhlembeck	   1987;	   Martick	   e	   Scott	   2006]	   ed	   avevano	   definito	   la	  
geometria	   “Y	   shaped”	   del	   complesso	   ribozima-­‐substrato.	  Questa	   visione	   della	  
struttura	   tridimensionale	   del	   ribozima	   “hammerhead”	   è	   stata	   accettata	   e	  
considerata	   corretta	   fino	   ai	   più	   recenti	   dati	   strutturali	   pubblicati	   nel	   2006	   da	  
Martick	   e	   Scott.	  Questa	   revisione	  degli	   studi	   strutturali	   non	   solo	   fornisce	   una	  
geometria	  spaziale	  diversa	  da	  quella	  “Y-­‐shaped”	  ma	  ridimensiona	  anche	  il	  ruolo	  
dello	   ione	  magnesio	  nel	  meccanismo	  di	   catalisi.	   Il	   punto	  di	   partenza	  di	   questi	  
studi	  è	  rappresentato	  dalla	  risoluzione	  della	  struttura	  cristallina	  di	  un	  ribozima	  
hammerhead	   naturale	   di	   63	   nucleotidi	   proveniente	   dall’RNA	   satellite	   dello	  
“Schistosoma	   mansoni”.	   Tale	   ribozima	   venne	   definito	   “full-­‐lenght”	   o	  
“extended”	   (extended	  HammerHead	  Ribozyme	   -­‐	   eHHR)	   in	   contrapposizione	   a	  
quelli	   impiegati	   in	   precedenza	   che	   erano	   definiti,	   come	   già	   affermato,	  
“minimal”	  (mHHR).	  
La	   struttura	   del	   ribozima	   “extended”	   di	   “Schistosoma	   mansoni”,	   comune	  
anche	  ad	  altri	   ribozimi	  naturali,	   contiene	  sequenze	  aggiuntive	  negli	   stem	   I	  e	   II	  
caratterizzate	  dalla	  presenza	  di	  strutture	  “hairpin-­‐loop”	  o	  “bulge-­‐loop”	  [Nelson	  
e	   Uhlembeck	   2008]	   che	   partecipano	   alla	   formazione	   di	   interazioni	   di	   tipo	  
terziario.	  Queste	   interazioni	  sono	   in	  grado	  di	  connettere	   il	   loop	  presente	  sullo	  
stem	  II	  al	  bulge-­‐loop	  situato	  nelle	  regioni	  distali	  dello	  stem	  I	  (figura	  16)	  
	   46	  
	  
Figura	   16.	   Rappresentazione	   della	   struttura	   secondaria	   del	   ribozima	   hammerhead	   full-­‐
lenght	   o	   extended	   (A)	   e	   della	   sua	   struttura	   tridimensionale	   (B)	   ottenuta	   in	   seguito	   a	   studi	  
cristallografici.	   Il	   nucleotide	   al	   sito	   di	   cleavage,	   C17,	   è	   rappresentato	   in	   verde.	   I	   legami	   a	  
idrogeno	   terziari	   sono	   indicati	   da	   sottili	   linee	  nere,	  mentre	   le	   interazioni	   terziarie	  di	   stacking	  
sono	   rappresentati	   da	   sottili	   linee	   verdi.	   Le	   linee	   contenenti	   il	   tondo	   e	   il	   quadrato	  
rappresentano	   le	   interazioni	  di	  Watson-­‐Crick/Hoogsteen.	   Le	   linee	   con	   il	   quadrato	   seguito	  dal	  
triangolo	   rappresentano	   le	   interazioni	   di	   Hoogsteen	   (purina-­‐	   zucchero).	   Nella	   figura	   A,	   si	  
notano	   le	   interazioni	   terziarie	   tra	   i	   nucleotidi	   del	   loop	   II	   (rappresentati	   con	   una	   lettera	   L)	   e	  
quelli	  del	  bulge	  I,	  rappresentati	  con	  una	  lettera	  B	  [Martick	  e	  Scott	  2006].	  
	  
Queste	   interazioni	   terziarie,	   tra	   le	   regioni	   del	   loop	   e	   del	   bulge,	   inducono	  
cambiamenti	   strutturali	   che	   influenzano	   la	   conformazione	   del	   core	   catalitico	  
(figura	   17).	   Tali	   variazioni	   strutturali	   permettono	   ai	   nucleotidi	   C3	   e	   G8	   del	  
domino	   catalitico	   di	   formare	   un	   accoppiamento	   stabile	   secondo	   i	   normali	  
canoni	  di	  Watson	  e	  Crick	  e	  ai	  nucleotidi	  G12,	  A13	  e	  A14	  di	  orientarsi	  verso	  il	  sito	  
catalitico	  (di	  scissione)	  rappresentato	  dal	  nucleotide	  C17.	  Tutto	  ciò	  permette	  al	  
core	   catalitico	   di	   assumere	   la	   corretta	   conformazione,	   in	   cui	   il	   2’-­‐OH	   ed	   il	  
fosfato,	  entrambi	  del	  nucleotide	  scissile	  (X17),	  e	   il	  5’-­‐OH	  del	  nucleotide	  a	  valle	  
del	  sito	  di	  cleavage	  (N1)	  sono	  allineati	  in	  maniera	  appropriata	  da	  corrispondere	  
alla	   corretta	   geometria	   “in	   linea”	   dell’attacco	   nucleofilo.	   In	   questo	   modo	   il	  
ribozima	  hammerhead	  extended	  presenta	  una	  struttura	  che	  si	  avvicina	  a	  quella	  
dello	   stato	   di	   transizione	   normalmente	   richiesto	   da	   un	   meccanismo	   di	  
sostituzione	  nucleofila	  SN2.	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Scott. Questa revisione degli strudi strutturistici non solo fornisce una geometria spaziale 
diversa da quella “Y-shaped” ma ridimensiona anche il ruolo dello ione magnesio nel 
meccanismo di catalisi (Martick e Scott 2006). 
Il punto di partenza di questi studi è rappresentato dalla risoluzione della struttura 
cristallina di un naturale ribozima hammerhead di 63 nucleotidi proveniente dall’RNA 
satellite dello Schistosoma mansoni. Tale ribozima venne definito “full-lenght” o 
“extended” (extended HammerHead Ribozyme - eHHR) in contrapposizione a quelli 
impiegati in precedenza che erano definiti, come già affermato, “minimal” (mHHR). 
La struttura del ribozima ”extended” di Schistosoma mansoni, comune anche ad altri 
ribozimi naturali, contiene sequenze aggiuntive negli stem I e II caratterizzate dalla 
presenza di “hairpin-loop” o “bulge-loop” (Nelson e Uhlembeck 2008) [non conservati nei 
vari ribozimi naturali] che partecipano alla formazione di interazioni di tipo terziario. 
Queste interazioni sono in grado di connettere il loop presente sullo stem II al bulge-loop 
situato nelle regioni distali dello stem I (Figura 8). 
 
 
 
Figura 8. Rap resentazione d lla struttura secondaria el ribozima hammer ead full-l nght o 
extended (A) e della sua struttura tridimensionale (B) ottenuta in seguito a studi cristallografici. Il 
nucleotide al sito di cleavage, C17, è rappresentato in verde. I legami a idrogeno terziari sono indicati 
da sottili linee nere, mentre le interazioni terziarie di stacking sono rappresentati da sottili linee verdi. 
Le lin e contenenti il tondo e il quadrato rappresentano l  interazioni di Watson-C ick/Hoogsteen. Le 
linee con il quadrato seguito dal triangolo rappresentano le interazioni di Hoogsteen (purina-
zucchero). Nella figura A, si notano le interazioni terziarie tra i nucleotidi del loop II (rappresentati 
con una lettera L) e quelli del bulge I (rappresentati con una lettera B). (Martick e Scott 2006).  
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Figura	   17.	   Confronto	   tra	   le	   strutture	   del	   ribozima	   hammerhead	   minimal,	   mHHR	   (A)	   ed	  
extended,	  eHHR	  (B).	  Le	  interazioni	  terziarie	  loop/bulge	  tra	  gli	  stem	  I	  e	  II,	  che	  si	  formano	  a	  livello	  
delle	   sequenze	   aggiuntive	   del	   ribozima	   hammerhead	   extended,	   inducono	   una	   serie	   di	  
cambiamenti	  strutturali	  che	  rimodellano	  la	  conformazione	  del	  core	  catalitico	  del	  full	  lenght	  (B)	  
rispetto	   a	   quella	   del	   minimal	   (A).	   I	   principali	   cambiamenti	   sono	   la	   formazione	   di	   un	  
appaiamento	   stabile	   tra	   G8	   e	   C3	   (verde)	   a	   livello	   del	   full	   lenght,	   che	   si	   differenzia	  
dall’interazione	  tra	  C3	  e	  C17	  (verde-­‐arancio)	  presente	  nel	  minimal.	  Questo	  porta	   il	  nucleotide	  
G8	  del	   full-­‐lenght	  a	  occupare	   la	  posizione	  che	  era	  di	  C17	   (arancio)	  nella	   struttura	  minimal.	   In	  
considerazione	  di	  ciò	   il	  nucleotide	  C17	  assume	  una	  nuova	  orientazione	   in	  grado	  di	   favorire	   la	  
geometria	   “in	   linea”	   richiesta	   dalla	   reazione	   di	   sostituzione	   nucleofila	   SN2.	   La	   nuova	  
orientazione	   di	   C17	   nel	   full-­‐lenght	   viene	   mantenuta	   dalle	   posizioni	   spaziali	   assunte	   da	   altri	  
importanti	  nucleotidi	  del	  core	  catalitico,	  come	  A13,	  A14	  ,	  G5	  e	  G12,	  la	  cui	  posizione	  è	  simile	  in	  
entrambe	   le	  strutture,	  ma	  nel	   full	   lenght	  esso	   interagisce	  con	   il	   ribosio	  del	  C17	   	   favorendo	   la	  
scissione.	   Un	   importante	   risultato	   della	   nuova	   orientazione	   di	   C17	   nel	   full-­‐	   lenght	   è	  
l’avvicinamento	  spaziale	  al	  fosfato	  del	  nucleotide	  A9,	  i	  due	  atomi,	  infatti,	  sono	  distanti	  solo	  4,3	  
Å	   mentre	   nel	   minimal	   la	   distanza	   è	   di	   20	   Å.	   Questo	   avvicinamento	   può	   determinare	   un	  
aumento	   delle	   forze	   elettrostatiche	   repulsive	   tra	   i	   due	   atomi	   di	   fosforo,	   con	   il	   conseguente	  
aumento	  dell’energia	  dello	  stato	  di	  transizione	  della	  reazione.	  
	  
In	  virtù	  di	  questi	  nuovi	  dati	  strutturali,	  Martick	  e	  Scott	  hanno	  proposto	  una	  
nuova	   ipotesi	   di	  meccanismo	   della	   catalisi,	   riguardante	   il	   ribozima	   eHHR,	   che	  
non	   prevede	   il	   coinvolgimento	   dello	   ione	  magnesio	   e	   in	   cui	   i	   nucleotidi	   G8	   e	  
G12	  presentano	  un	  ruolo	  fondamentale	  (figura	  18).	  
Gli	   studi	   di	   cristallografia	   hanno	   messo	   in	   mostra	   le	   principali	   differenze	  
nelle	   strutture	   conformazionali	   assunte	   dai	   ribozimi	   hammerhead	   extended	   e	  
minimal,	   chiarendo	   e	   spiegando	   molte	   incoerenze	   che	   i	   precedenti	   studi	  
cristallografici,	  eseguiti	  su	  sequenze	  minimal,	  mostravano	  con	   i	  dati	  biochimici	  
ottenuti	  fino	  a	  quel	  momento.	  
A	  conferma	  di	  quanto	  espresso,	  l’attività	  catalitica	  dei	  due	  tipi	  di	  ribozimi	  è	  
alquanto	  diversa:	  infatti,	  i	  ribozimi	  extended	  presentano	  delle	  velocità	  di	  catalisi	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che	   sono	   centinaia	   di	   volte	   più	   grandi	   rispetto	   a	   quelle	  mostrate	   dai	   ribozimi	  
minimal	  posti	  nelle	  medesime	  condizioni	  di	  reazione.	  
In	  relazione	  a	  ciò	  è	  stata	  avanzata	  un’ipotesi	  da	  Peracchi	  et	  al	  [1997,	  1998]	  
in	   cui	   viene	   postulato	   che	   il	   core	   catalitico	   dei	  mHHR	   esista	   in	   conformazioni	  
multiple	  e	  che	  nella	  loro	  interconversione	  dinamica	  acquisiscano	  una	  geometria	  
molto	   simile	   a	   quella	   degli	   eHHR	   divenendo,	   solo	   in	   quel	   caso,	   attivi	  
cataliticamente.	  
	  
	  
Figura	  18.	  Struttura	  terziaria	  e	  secondaria	  dei	  ribozimi	  hammerhead	  extended	  e	  minimal.	  I	  
nucleotidi	   essenziali	   del	   core	   catalitico	   sono	   così	   rappresentati:	   C17	   (viola),	   C3	   (verde),	   G8	  
(azzurro)	   e	   A13	   (arancio).	   In	   Figura	   (A)	   sono	   rappresentati	   i	   quattro	   nucleotidi	   fondamentali	  
disposti	   secondo	   la	   struttura	   cristallina	   del	   core	   catalitico	   di	   un	   ribozima	   hammerhead	   full	  
lenght,	   ottenuto	   da	   Schistosoma	   (PDB	   2GOZ).	   In	   Figura	   (B)	   è	   rappresentata	   la	   struttura	  
secondaria	   del	   ribozima	   hammerhead	   full-­‐lenght	   nHH8	   proveniente	   da	   sLTSV(+),	   dove	   è	  
importante	  notare	  l’appaiamento	  stabile	  tra	  C3	  e	  G8.	  In	  Figura	  (C)	  sono	  rappresentati	  i	  quattro	  
nucleotidi	   fondamentali	   disposti	   secondo	   la	   struttura	   cristallina	   del	   core	   catalitico	   di	   un	  
ribozima	   hammerhead	   minimal	   (PDB	   1HMH).	   In	   Figura	   (D)	   è	   rappresentata	   la	   struttura	  
secondaria	  del	   ribozima	  hammerhead	  minimal	  HH16	   in	   cui	   è	   importante	  notare	   l’interazione	  
tra	   C3	   e	   C17	   e	   l’appaiamento	   tra	   A13	   e	   G8.	   In	   questa	   classe	   di	   ribozimi	   il	   core	   catalitico	   è	  
strutturato	  in	  due	  distinti	  domini	  a	  differenza	  di	  quanto	  accade	  nei	  ribozimi	  full-­‐	  lenght,	  in	  cui	  il	  
core	  catalitico	  è	  strutturato	  in	  una	  singola	  unità	  con	  il	  legame	  fosfodiesterico	  scissile	  adiacente	  
al	  potenziale	  residuo	  catalitico	  (Nelson	  e	  Uhlembeck	  2008).	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Figura 11. Str ttura terziaria e secondaria dei ribozimi hammerhead extended e minimal. 
 I nucleotidi essenziali del core catalitico sono così rappresentati: C17 (viola), C3 (verde), G8 (azzurro) e 
A13 (arancio). In Figura (A) sono rappresentati i quattro nucleotidi fondamentali disposti secondo la 
struttura cristallina del core catalitico di un ribozima hammerhead full lenght, ottenuto da 
Schistosoma (PDB 2GOZ). In Figura (B) è rappresentata la struttura secondaria del ribozima 
hammerhead full-lenght nHH8 proveniente da sLTSV(+), dove è importante notare l’appaiamento 
stabile tra C3 e G8. In Figura (C) sono rappresentati i quattro nucleotidi fondamentali disposti secondo 
la struttura cristallina del core catalitico di un ribozima hammerhead minimal (PDB 1HMH). In 
Figura (D) è rappresentata la struttura secondaria del ribozima hammerhead minimal HH16 in cui è 
importante notare l’interazione tra C3 e C17 e l’appaiamento tra A13 e G8. In questa classe di ribozimi il 
core catalitico è strutturato in due distinti domini a differenza di quanto accade nei ribozimi full-
lenght, in cui il core catalitico è strutturato in una singola unità con il legame fosfodiesterico scissile 
adiacente al potenziale residuo catalitico (Nelson e Uhlembeck 2008).   
 
 
I risultati ottenuti su ribozimi eHHR m strano che mutazioni a carico del nucleoti e C3 o 
G8 portano alla perdita dell’attività catalitica, a causa dell’assenza di un loro appaiamento 
fondamentale per il raggiungimento della corretta conformazione del sito attivo. 
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In	  generale	  possiamo	  affermare	  che	  in	  soluzione	  esiste	  un	  rapido	  equilibrio	  
tra	  conformazioni	   inattive	  e	  conformazioni	  attive	   [Boots	  et	  al	  2008;	  Martick	  e	  
Scott	   2006;	   Nelson	   e	   Ulhenbeck	   2007]	   e	   che	   la	   capacità	   di	   alterare	   tale	  
equilibrio	   influenza	   l’attività	   catalitica	   di	   un	   ribozima	   (figura	   19).	   Poiché	   i	  
ribozimi	   minimal,	   per	   motivi	   strutturali,	   raggiungono	   la	   conformazione	   attiva	  
meno	   frequentemente	   alterano	   l’equilibrio	   in	   misura	   minore	   rispetto	   ai	   full-­‐
lenght,	  mostrando	  così	  un’attività	  catalitica	  ridotta.	  
	  
	  
Figura	   19.	   Meccanismo	   semplificato	   della	   reazione	   di	   cleavage	   catalizzata	   dal	   ribozima	  
hammerhead	   full-­‐lenght.	   L’equilibrio	   tra	   le	   conformazioni	   inattive	   e	   quelle	   attive	   è	  
generalmente	  spostato	  verso	  le	  prime.	  La	  capacità	  di	  formazione	  dei	  legami	  terziari	  loop/bulge	  
influenza	  tale	  equilibrio	  aumentando	  la	  frequenza	  con	  cui	  è	  raggiunta	  la	  conformazione	  attiva.	  
Questo	  determina	  uno	  spostamento	  dell’equilibrio	  verso	   le	  specie	  attive	   (rappresentato	  dalla	  
freccia	   rossa	   nel	   centro	   della	   figura).	   I	   ribozimi	  minimal	   non	   essendo	   in	   grado	   di	   formare	   le	  
interazioni	  terziarie	  raggiungono	  la	  conformazione	  attiva	  meno	  frequentemente	  dei	  full-­‐lenght.	  
Tale	  fenomeno	  spiega	  razionalmente	  perché	  i	  ribozimi	  full-­‐lenght	  presentano	  delle	  velocità	  di	  
catalisi	  anche	  centinaia	  di	  volte	  più	  grandi	  rispetto	  ai	  minimal.	  
	  
Progettazione	  e	  applicazioni	  dei	  ribozimi:	  ostacoli	  e	  soluzioni	  	  
L’efficacia	  intracellulare	  di	  un	  ribozima	  può	  essere	  influenzata	  da	  una	  serie	  
di	  fattori	  tra	  cui	  l’accessibilità	  al	  sito	  bersaglio,	  l’efficiente	  captazione	  in	  cellule	  
o	   tessuti,	   l’azione	   di	   ribonucleasi	   volte	   a	   degradare	   il	   ribozima	   stesso,	   la	  
localizzazione	   intracellulare	   del	   bersaglio.	   Tra	   i	   fattori	   in	   questione,	   anche	   la	  
lunghezza	   del	   substrato	   può	   alterare	   l’abilità	   catalitica.	   Di	   solito	   lunghe	  
molecole	  di	   RNA	  bersaglio,	   a	   causa	  dei	   diversi	  modi	   in	   cui	   possono	   ripiegarsi,	  
riducono	  tale	  attività	  [Citti	  e	  Rainaldi	  2005].	  
Proprio	   per	   questi	   motivi	   la	   progettazione	   e	   la	   caratterizzazione	   di	   un	  
ribozima	   hammerhead	   “trans-­‐acting”	   è	   un	   processo	   complesso	   che	   include	  
diverse	  fasi	  di	  lavoro	  [Tedeschi	  et	  al	  2009]:	  
1. analisi	   computazionale	   dei	   siti	   target	   e	   definizione	   dei	   ribozimi	  
connessi	  	  
2. sintesi	  e	  purificazione	  delle	  sequenze	  selezionate	  	  
3. caratterizzazione	  delle	  proprietà	  di	  scissione	  del	  ribozima	  
4. stabilizzazione	   chimica	   della	   sequenza	   attiva	   oppure	   clonaggio	   in	  
vettori	  di	  espressione	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I doppi mutanti, tuttavia, che presentano un cambio di nucleotide fra le due posizioni 3 ed 
8 ma consentono un appaiamento canonico Watson-Crick, G3-C8, U3-A8 e A3-U8, mostrano 
solo una riduzione dell’attività catalitica la cui entità dipende dal nucleotide presente in 
posizione 17. È importante notare che l’attività catalitica non viene persa sostituendo le 
basi, naturalmente presenti, con altre basi isosteriche a conferma che il ruolo di queste 
interazioni terziarie appare essere strutturale. 
I risultati ottenuti su ribozimi hammerhead minimal hanno prodotto effetti estremamente 
simili, nonostante l’assenza delle interazioni terziarie loop I/bulge II che facilitano nei 
ribozimi extended il raggiungimento della conformazione attiva del core catalitico. 
Questo fa supporre che anche nei ribozimi minimal si abbia la formazione temporanea di 
un appaiamento tra C3 e G8. Secondo questa ipotesi, tali ribozimi nelle loro transizioni 
danno luogo ad  un intermedio cataliticamente attivo molto simile a quello degli extended. 
Tuttavia, non presentando spontaneamente un appaiamento stabile tra C3 e G8, essi 
raggiungono la conformazione attiva meno frequentemente. 
Tutto ciò convalida l’ipotesi proposta da Peracchi et al (1997,1998) per cui i ribozimi 
minimal si trovano prevalentemente in conformazioni inattive e necessitano di un cambio 
conformazionale per essere attivati. 
 
In generale possiamo affermare che in soluzione esiste un rapido equilibrio tra 
conformazioni inattive e conformazioni attive (Boots et al 2008; Martick e Scott 2006; 
Nelson e Ulhenbeck 2007) e che la capacità di alterare tale equilibrio influenza l’attività 
catalitica di un ribozima (Figura 12). Poiché i ribozimi minimal, per motivi strutturali, 
raggiungono la conformazione attiva meno frequentemente alterano l’equilibrio in misura 
minore rispetto ai full-lenght, mostrando così un’attività catalitica ridotta. 
 
 
 
Figura 12. Meccanismo semplificato della reazione di cleavage catalizzata dal ribozima hammerhead 
full-lenght. L’ quilibrio tra le conformazioni inattive e quelle attive è generalm nte spostato verso le 
prime. La capacità di formazione dei legami terziari loop/bulge influenza tale equilibrio aumentando 
la frequenza con cui è raggiunta la conformazione attiva. Questo determina uno spostamento 
dell’equilibrio verso le specie attive (rappres tato dalla freccia rossa nel centro della figura). I 
ribozimi minimal non essendo in grado di formare le interazioni terziarie raggiungono la 
conformazione attiva meno frequentemente dei full-lenght. Tale fenomeno spiega razionalmente 
perché i ribozimi full-lenght presentano delle velocità di catalisi anche centinaia di volte più grandi 
rispetto ai minimal.  
 
 
 
Le importanti scoperte fatte da Martick e Scott nel 2006, come ampiamente mostrato, 
hanno ridimensionato il ruolo del Mg++ nel meccanismo di catalisi. Questo però non deve 
far sottovalutare l’importanza di tale ione per l’attività dei ribozimi. Infatti è noto che la 
velocità di catalisi aumenta all’aumentare della concentrazione di Mg++ (Canny et al 2004, 
Nelson and Uhlembeck 2008). In considerazione di ciò sono state avanzate alcune ipotesi 
sulla base delle evidenze sperimentali.   
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Durante	   la	   fase	   di	   progettazione	   di	   un	   ribozima	   hammerhead	   si	   devono	  
prendere	   in	   considerazione	  alcuni	   aspetti	   fondamentali:	   è	  necessario	   che	   I)	   la	  
sequenza	   bersaglio,	   NUH,	   sia	   accessibile,	   II)	   il	   ribozima	   sia	   stericamente	  
“aperto”e	   III)	   le	  sequenze	  fiancheggianti	  non	  siano	  ripetute	   in	  altri	  mRNA,	  per	  
evitare	  qualunque	  effetto	   collaterale	   “off-­‐target”.	  Per	   rispondere	  ai	  primi	  due	  
punti	   è	   necessaria	   la	   determinazione	  delle	   ipotetiche	   strutture	   secondarie	   sia	  
della	  molecola	  di	  RNA	  bersaglio	  che	  della	  molecola	  di	  ribozima.	  In	  questo	  modo	  
è	   possibile	   escludere	   dalla	   selezione	   le	   regioni	   dell’RNA	  bersaglio	   coinvolte	   in	  
strutture	   stabili	   ed	   in	   appaiamenti	   difficilmente	   accessibili	   per	   il	   ribozima	   e	   i	  
ribozimi	   che	   presentano	   ripiegamenti	   anomali	   che	   impediscono	   la	  
strutturazione	   corretta	   del	   “core”	   catalitico.	   Al	   termine	   della	   fase	   di	  
progettazione	  è	  fondamentale	  verificare	  che	  la	  dedotta	  sequenza	  del	  ribozima	  
soddisfi	   i	   requisiti	   strutturali	   richiesti	  per	  assicurare	   la	   corretta	  attività	   [Citti	   e	  
Rainaldi	  2005].	  Durante	  la	  progettazione	  di	  un	  ribozima,	  l’identificazione	  di	  tutti	  
i	   siti	   di	   scissione,	   NUH,	   presenti	   all’interno	   di	   una	   sequenza	   di	   mRNA,	   la	  
valutazione	  dell’unicità	  delle	  sequenze	  fiancheggianti	  e	  la	  determinazione	  delle	  
loro	  energie	  di	  appaiamento	  può	  essere	  effettuata	  con	  comuni	  programmi	  per	  
la	   gestione	   delle	   sequenze	   di	   acidi	   nucleici.	   Invece	   l’investigazione	   delle	  
strutture	   ripiegate,	   assunte	   dalle	  molecole	   del	   bersaglio	   e	   del	   ribozima,	   è	   un	  
processo	  più	  complicato.	  Diversi	  metodi	  per	  la	  selezione	  delle	  regioni	  bersaglio	  
più	  accessibili	  sono	  stati	  sviluppati	  e	  possono	  essere	  classificati	  come	  metodi	  di	  
progettazione	   sperimentale	   oppure	   come	   metodi	   di	   progettazione	   predittivi	  
(“in	   silico”).	   Un	   metodo	   sperimentale	   ampiamente	   usato	   per	   valutare	  
l’accessibilità	   al	   sito	   bersaglio	  misura	   la	   sensibilità	   all’RNasi-­‐H	   di	   regioni	   della	  
molecola	   target	   in	   presenza	   di	   corti	   oligonucleotidi	   antisenso;	   infatti,	   quando	  
queste	   regioni	   si	   appaiano	   con	   le	   molecole	   antisenso	   si	   formano	   porzioni	   a	  
doppio	  filamento	  che	  vengono	  riconosciute	  come	  ibrido	  DNA/RNA	  e	  degradate	  
dall’RNasi-­‐H.	  Al	  contrario	  se	   l’appaiamento	  non	  si	  verifica,	  a	  causa	  di	  problemi	  
di	   accessibilità,	   l’enzima	   non	   degrada	   quelle	   regioni	   del	   bersaglio.	   In	   questo	  
modo	   i	   tratti	   di	   RNA	   accessibili	   sono	   mappati	   grazie	   agli	   eventi	   di	   scissione	  
mediati	   dall’RNasi-­‐H	   [Citti	   e	   Rainaldi	   2005].	   Simili	   metodi	   sono	   stati	   applicati	  
mettendo	  insieme	  studi	  sperimentali	  e	  studi	  computazionali	  predittivi,	  al	  fine	  di	  
confermare	   sperimentalmente	   le	   previsioni	   estrapolate	   dalle	   analisi	  
computerizzate.	  
Un	  altro	  metodo	  sperimentale	  utilizzato	  è	  stato	  quello	  che	  prevede	  l’uso	  di	  
una	  collezione	  di	  ribozimi	  contenenti	  domini	  di	  legame	  randomizzati	  che	  viene	  
clonata	  ed	  espressa	  in	  cellule	  in	  coltura,	  permettendo	  la	  selezione	  dei	  ribozimi	  
più	   efficienti.	   Un	   metodo	   sperimentale	   alternativo	   utilizzato,	   è	   basato	   sulla	  
selezione	   “in	   vitro”	   delle	   migliori	   sequenze	   catalitiche	   a	   partire	   da	   una	  
collezione	  combinatoria	  di	   sequenze	  random	  di	   ribozimi	  hammerhead;	  questo	  
metodo	   (SELEX)	   sfrutta	   gli	   stessi	   principi	   impiegati	   per	   l’ottenimento	   degli	  
aptameri.	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Tali	   metodi	   sperimentali	   per	   l’identificazione	   delle	   regioni	   accessibili	  
dell’mRNA	   bersaglio	   risultano	   complicati	   e	   inoltre	   richiedono	   un	   notevole	  
sforzo	  in	  termini	  di	  tempo	  e	  costi	  impiegati.	  I	  metodi	  di	  progettazione	  “in	  silico”	  
utilizzano	  tecniche	  computazionali	  che	   impiegano	  una	  serie	  di	  algoritmi	  basati	  
su	  parametri	  termodinamici	  e	  permettono	  di	  determinare	  le	  possibili	  strutture	  
ripiegate	   assunte	   dalla	  molecola	   bersaglio.	   Studi	   effettuati	   con	   questi	  metodi	  
diversi	   hanno	   mostrato	   che	   i	   ripiegamenti	   secondari	   delle	   sequenze	   di	   RNA	  
influenzano	   l’accessibilità	   del	   substrato	   e	   quindi	   l’abilità	   di	   legame	   degli	  
oligonucleotidi.	  
	  
I	   fattori	   critici	  da	  considerare	  per	  assicurare	   il	   successo	  di	  una	  strategia	  di	  
“knock-­‐down”	  genico	  mediante	  ribozimi	  sono:	  
a)	   l’efficienza	   della	   veicolazione	   intracellulare	   (cell	   delivery),	   che	  
corrisponde	  in	  termini	  farmacologici	  alla	  dose	  utile	  disponibile	  a	  livello	  del	  sito	  
di	  azione	  
b)	   l’emivita	   del	   ribozima	   nell’ambiente	   biologico	   notoriamente	   ricco	   di	  
enzimi	  nucleolitici	  
c)	   la	   velocità	   di	   turnover	   dell’RNA	   bersaglio	   che	   potrebbe	   risultare	  
estensivamente	  trascritto	  specie	  in	  condizioni	  di	  stress	  
d)	   l’emivita	   dei	   relativi	   prodotti	   proteici	   la	   cui	   persistenza	   nel	  
compartimento	  cellulare	  o	  tissutale	  prolunga	  il	  tempo	  di	  latenza	  dell’effetto	  del	  
ribozima.	  
Un	   turnover	   eccessivamente	   rapido	   dell’RNA	   o	   l’emivita	   eccessivamente	  
lento	   della	   proteina	   possono	   prevenire	   l’effetto	   biologico	   dell’inibitore	  
molecolare;	  infatti	  per	  poter	  osservare	  un	  cambiamento	  fenotipico	  è	  necessario	  
che	  i	  livelli	  del	  prodotto	  genico	  siano	  ridotti.	  
Sviluppi	  futuri	  dei	  ribozimi	  :	  Aptazimi	  e	  “riboswitches”	  
Gli	  aptazimi	  sono	  molecole	  funzionali	  a	  base	  solitamente	  di	  RNA	  (ma	  anche	  
di	   DNA),	   costituiti	   dall’unione	   fra	   aptameri	   e	   ribozimi.	   Si	   formano	   così	   gli	  
aptazimi,	   chiamati	   anche	   ribozimi	   allosterici,	   poiché	   sono	   a	   tutti	   gli	   effetti	  
aptameri	  dotati	  di	  attività	  catalitica	  [Sassolas	  et	  al.,	  2010].	  	  
L’attività	   degli	   aptazimi	   è	   regolata	   dal	   legame	   dell’aptamero	   al	   bersaglio	  
attraverso	   interazioni	  allosteriche.	   Il	   legame	  del	  bersaglio	  all’aptamero	   induce	  
una	  serie	  di	  cambiamenti	  conformazionali	  che	  porta	  all’attivazione	  del	  ribozima	  
che	   può	   esplicare	   la	   propria	   attività	   catalitica	   (sia	   essa	   di	   ligazione	   o	   di	  
scissione).	  
Ciò	  che	  regola	  l’azione	  dell’aptazima	  è	  il	  modulo	  si	  comunicazione,	  la	  zona	  
di	   sequenza	   cioè	   che	   collega	   la	   porzione	   dell’aptamero	   alla	   porzione	   del	  
ribozima.	   E’	   infatti	   la	   sequenza	   del	  modulo	   di	   comunicazione	   che	   permette	   il	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cambiamento	   di	   conformazione	   che	   attiva	   o	   disattiva	   l’azione	   del	   ribozima	   in	  
dipendenza	  dal	  legame	  dell’aptamero	  con	  il	  proprio	  ligando.	  
Sono	   stati	   studiati	   diversi	   aptazimi,	   quello	   riportato	   in	   figura	   20	   riporta	  
l’esempio	   di	   un	   aptazima	   la	   cui	   attività	   catalitica	   di	   scissione	   è	   attivata	   dal	  
legame	   con	   la	   teofillina	   portando	   alla	   funzione	   di	   “riboswitch”	  
artificiale[Auslander	   et	   al.,	   2010;	  Wieland	   et	   al.	   2010;	   Chen	   e	   Ellington	   2009;	  
Wieland	  e	  Hartig,	  2008].	  
	  
	  
Figura	   20.	   Ribozima	   teofillina	   dipendente	   che	   agisce	   come	   un	   riboswitch	   artificiale.	  
Progettazione	  di	  un	   ribozima	  hammerhead	  teofillina-­‐dipendente	   (theo-­‐HHAz):	   l’aptamero	  per	  
la	  teofillina	  è	  inserito	  nello	  stem	  III	  di	  un	  ribozima	  hammerhead,	  permettendo	  l’interazione	  tra	  
lo	  stem	   I	  e	   lo	  stem	   II	   (linee	  grigie).	   L’aggiunta	  di	   teofillina	  attiva	   la	  scissione	  e	   in	  questo	  caso	  
specifico	  l’espressione	  genica	  per	  liberazione	  del	  sito	  SD.	  In	  rosso	  sono	  evidenziati	  i	  nucleotidi	  
che	  costituiscono	  il	  modulo	  di	  comunicazione	  ottenuti	  per	  selezione	  di	  una	  libreria	  di	  cloni.	  
	  
Scelta	  dello	  strumento	  di	  “knock-­‐down”	  genico	  più	  appropriato.	  
Il	  più	  comune	  approccio	  di	  “knock-­‐down”	  è	  quello	  del	  silenziamento	  genico	  
RNA-­‐dipendente	   ottenuto	   attraverso	   la	   somministrazione	   di	   oligonucleotidi	  
antisenso,	   ribozimi	   oppure	   siRNA.	   La	   strategia	   preferenzialmente	   scelta	   per	  
modulare	   l’espressione	   genica	   è	   dunque	   quella	   che	   prevede	   il	   blocco	   o	  
l’inibizione	  della	  traduzione.	  
Ribozimi	   e	   siRNA,	   in	   virtù	   della	   loro	   alta	   efficienza,	   sono	   gli	   inibitori	   più	  
utilizzati	   rispetto	   ai	   meno	   attivi	   oligonucleotidi	   antisenso.	   Tutti	   gli	   inibitori	  
oligonucleotidici	   riconoscono	   il	   loro	   RNA	   bersaglio	   attraverso	   interazioni	  
complementari	   tra	   le	   basi,	   che	   generano	   strutture	   a	   doppia	   elica.	   Pertanto	   la	  
specificità	   di	   legame	   dipende	   dalla	   sequenza	   nucleotidica	   e	   dalla	  
termodinamica	   degli	   appaiamenti.	   Alcune	   sequenze	   possono,	   tuttavia,	   essere	  
The randomized ribozyme was cloned into the eGFP
expression plasmid, and isolated E. coli clones were screened
for changes in gene expression in response to theophylline. By
employing such an in vivo screening approach, we obtained
sequences directly that are able to act as switches in vivo. We
identified one clone that displayed strong induction of eGFP
by theophylline: In the presence of theophylline, eGFP
expression of the respective clone (theo-HHAz) was induced
tenfold, whereas a clone harboring the parental HHR
sequence (shown in Figure 1) displayed decreased expression
in the presence of theophylline (Figure 2B and C). Impor-
tantly, gene expression was not induced upon addition of the
analogue caffeine, which differs by only one additional methyl
group in the 7-position of the purine (see the Supporting
Information). Hence, the high specificity of the aptamer was
retained in the ribozyme context. In order to investigate the
mechanism of switching, we introduced site-directed muta-
tions that weaken as well as strengthen the selected commu-
nication module in stem III. The gene expression in response
to these mutations was observed and indicates that stability of
stem III is the molecular mechanism of ribozyme switching.
As expected, by weakening stem III, the ribozyme is inacti-
vated, thereby resulting in inhibition of gene expression, the
opposite outcome was observed when a mutation stabilizing
stem III was characterized (see the Supporting Information).
Figure 1. Design of a fast-cleaving hammerhead ribozyme (HHR) that
activates reporter gene expression (eGFP) upon cleavage of mRNA in
bacteria. A) A novel design was applied to obtain a HHR that mediates
expression in bacteria. Important features include stem I/stem II con-
tacts as well as blockage of the Shine–Dalgarno sequence (SD/Anti-
SD, gray). Ribozyme cleavage liberates the SD resulting in gene
expression. B) In vivo expression levels of eGFP in Escherichia coli :
Control plasmid lacking the eGFP reporter (no eGFP); an active HHR
with stem I/II contacts cloned into the 5’-UTR of an eGFP reporter as
depicted in (A), and an inactive variant HHR in the 5’-UTR containing
a ribozyme-inactivating point mutation (see the Supporting
Information for sequence and mutation).
Figure 2. A theophylline-dependent ribozyme acts as an artificial
riboswitch. A) Design of the theophylline-dependent hammerhead
aptazyme (theo-HHAz): a theophylline aptamer is inserted in stem III
of the HHR, allowing stem I/stem II interactions to occur (gray lines).
Addition of theophylline activates ribozyme cleavage and hence gene
expression. theo-HHAz was obtained by screening a library of clones
that were randomized at the positions marked by red boxes. B) In vivo
eGFP expression of clone HHR (see Figure 1 for sequence) in
response to theophylline. Black: absence of theophylline, red: 800 mm
theophylline, green: 4 mm theophylline. C) eGFP expression of the
clone theo-HHAz in response to theophylline (color scheme same as
in B). While theophylline reduces expression by about twofold in the
HHR clone, tenfold activation is observed with the theo-HHAz variant.
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condivise	   tra	  molecole	   di	  mRNA	   di	   origine	   diversa,	   sollevando	   una	   questione	  
chiave	   che	   riguarda	   la	   corretta	   progettazione	   di	   questi	   inibitori	  
oligonucleotidici:	   la	   specificità.	  Diventa	   così	  di	   centrale	   importanza	  progettare	  
oligonucleotidi	   in	   grado	   di	   legare	   in	  maniera	   specifica	   solamente	   la	   sequenza	  
presente	  sull’mRNA	  bersaglio	  prescelto	  senza	  produrre	  interazioni	  indesiderate	  
con	   porzioni	   di	   trascritti	   diversi	   da	   quello	   desiderato.	   Questo	   fenomeno,	  
definito	   come	  “off-­‐target-­‐	   effect”,	   rappresenta	  uno	  dei	  problemi	   cruciali	   nella	  
selezione	  degli	  strumenti	  di	  knock-­‐	  down.	  
E’	  dunque	  importante	  analizzare	  le	  peculiarità	  e	  l’impatto	  sulla	  specificità	  di	  
siRNA	  e	   ribozimi.	   Il	   sistema	  dell’RNA	   interference	  è	  mediato,	  da	  uno	  specifico	  
macchinario	   cellulare,	   il	   complesso	   multiproteico	   RISC,	   che	   permette	   di	  
catturare	   l’mRNA	   target.	   Sia	   gli	   siRNA	   che	   i	   miRNA	   condividono	   un	   analogo	  
meccanismo	  di	  modulazione	  dei	  processi	  di	   traduzione	  degli	  mRNA	  all’interno	  
della	  cellula	  mediato	  dal	  medesimo	  complesso	  RISC.	  Tuttavia,	  mentre	  gli	  siRNA	  
necessitano	  di	  un	  appaiamento	  perfetto	  per	   innescare	   la	   reazione	  di	   scissione	  
del	   bersaglio	   catturato,	   l’attività	   modulatoria	   indotta	   dai	   miRNA	   sulla	  
traduzione	   dell’mRNA	   bersaglio	   richiede	   il	   perfetto	   appaiamento	   di	   un	  
segmento	  di	  soli	  7	  nucleotidi	  (sequenza	  “seed”)	  mentre	  la	  rimanente	  porzione	  
forma	  appaiamenti	  imperfetti.	  
In	   questa	   situazione	   i	   componenti	   proteici	   del	   RISC	   contribuiscono	   alla	  
stabilità	  dell’intero	  complesso	  e	  garantiscono	   il	   legame	  con	  bersagli	  differenti,	  
che	   tuttavia	   condividono	   la	   stessa	   sequenza	   “seed”.	   In	   questo	  modo	   i	  miRNA	  
possono	   garantire	   la	   modulazione	   multipla	   dell’espressione	   di	   numerosi	   geni	  
contemporaneamente.	   Gli	   siRNA,	   dal	   canto	   loro,	   possono	   agire	   in	   maniera	  
miRNA-­‐simile.	  Ne	  consegue	  che	  essi	  possono	  interferire	  con	  la	  traduzione	  di	  un	  
numero	  imprecisato	  di	  geni,	  grazie	  alle	  interazioni	  contemporanee	  che	  possono	  
instaurare	  con	  i	  diversi	  mRNA.	  Basta	  che	  l’estremità	  del	  segmento	  incorporato	  
all’interno	  di	  RISC,	  comportandosi	  in	  maniera	  simile	  alla	  sequenza	  “seed”	  di	  un	  
miRNA,	  trovi	  omologia	  negli	  mRNA	  che	  incontra.	  
Questo	   si	   traduce	   nella	   possibilità,	   da	   parte	   dei	   siRNA,	   di	   indurre	  
incontrollabili	  effetti	  di	  “off-­‐target”,	  compromettendo	  la	  definizione	  dell’esatta	  
funzione	   del	   gene	   di	   interesse.	   La	   medesima	   spiegazione	   può	   giustificare	  
perché	   risulti	   quasi	   impossibile	   riuscire	   a	   trovare	   uno	   siRNA	   inattivo	   da	  
utilizzare	  negli	  esperimenti	  di	  controllo.	  
I	   ribozimi	  hammerhead	  devono	   la	   loro	   specificità	  di	   legame,	   così	   come	  gli	  
siRNA,	   all’appaiamento	   con	   sequenze	   complementari	   presenti	   sull’mRNA	  
bersaglio.	  A	  differenza	  però	  degli	  stessi	  siRNA,	  i	  ribozimi	  hammerhead	  si	  legano	  
alla	  sequenza	  bersaglio	  grazie	  a	  due	  segmenti	  di	  legame	  non	  contigui.	  In	  questo	  
caso	  si	  può	  considerare	  l’appaiamento	  con	  la	  sequenza	  bersaglio	  come	  il	  caso	  di	  
una	   doppia	   serratura	   che	   richiede	   due	   chiavi	   indipendenti	   per	   essere	   aperta,	  
rappresentate	  dalle	  due	  braccia	  di	  legame.	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La	   formazione	   del	   complesso	   catalitico	   è	   fortemente	   condizionata	  
dall’integrità	  della	   sequenza	  bersaglio	   che	   riuscendo	  a	  mettere	   “a	   registro”	   le	  
braccia	   del	   ribozima	   può	   garantire	   una	   specificità	   quasi	   assoluta.	   Parziali	  
omologie	   causate	   dal	   legameall’mRNA,	   di	   una	   sola	   delle	   due	   braccia	   in	  
questione,	  porta	  alla	   formazione	  di	  un	   complesso	   target-­‐ribozima	   instabile	  ed	  
inattivo.	   Infatti,	   non	   si	   ottiene	   il	   corretto	   ripiegamento	  del	   core	   catalitico	   che	  
quindi	  non	  è	  in	  grado	  di	  operare	  la	  scissione	  del	  legame	  bersaglio	  (figurA	  21).	  E’	  
quindi	   condizione	   necessaria	   che	   tutte	   e	   due	   le	   sequenze	   non	   contigue	   del	  
ribozima	  siano	   in	  grado	  di	  appaiarsi	  con	   le	  regioni	  complementari	  presenti	  sul	  
target	   affinché	   il	   complesso	   target-­‐ribozima	   sia	   stabile	   e	   attivo.	   Questa	  
caratteristica	   è	   stata	   sperimentalmente	   confermata	   da	   osservazioni	   che	  
dimostrano	   come	   i	   ribozimi	   hammerhead	   siano	   in	   grado	   di	   discriminare	   tra	  
mRNA	  che	  differiscono	  di	  un	  singolo	  nucleotide,	  sia	  che	  questo	  sia	  posizionato	  
all’interno	   delle	   sequenze	   complementari	   sia	   che	   si	   trovi	   nelle	   immediate	  
vicinanze	  del	  sito	  di	  cleavage.	  
Un	  altro	  aspetto,	   che	   fornisce	  un	  vantaggio	  aggiuntivo	  all’uso	  dei	   ribozimi	  
hammerhead,	   è	   rappresentato	   dal	   fatto	   che	   la	   loro	   specificità	   di	   azione	   può	  
essere	   verificata	   sperimentalmente	  mediante	   l’uso	  di	   due	   sistemi	   di	   controllo	  
correlati:	  
-­‐L’utilizzo	   di	   una	   versione	   inattiva	   del	   ribozima,	   capace	   di	   legarsi	   ma	  
incapace	  di	  tagliare	  l‘mRNA	  target.	  
-­‐L’utilizzo	  di	  una	  versione	  che	  pur	  dotata	  di	  un	  dominio	  catalitico	  attivo	  non	  
è	  capace	  di	  riconoscere	  e	  legare	  il	  bersaglio	  (dominio	  di	  legame	  mutato).	  
Una	   caratteristica	   importante	   che	   distingue	   i	   ribozimi	   hammerhead	  
riguarda	  la	  loro	  capacità	  di	  agire	  senza	  la	  mediazione	  di	  componenti	  cellulari;	  a	  
differenza	   degli	   siRNA	   che	   necessitano	   del	   complesso	  multiproteico	   RISC	   per	  
poter	  espletare	  la	  loro	  azione.	  Ciò	  rappresenta	  un	  notevole	  vantaggio,	  non	  solo	  
perché	   rende	   i	   ribozimi	  degli	   strumenti	   completamente	  autonomi,	  ma	  perché	  
permette	  di	  estendere	  l’azione	  di	  questi	  anche	  ad	  altri	  compartimenti	  cellulari,	  
oltre	  al	  citosol,	  dove	  normalmente	  vengono	  veicolati	  e	  agiscono.	  
Infatti	  sia	  gli	  siRNA	  che	  i	  ribozimi	  somministrati	  esogenamente,	  agiscono	  in	  
genere	   sull’RNA	   citoplasmatico.	   Tuttavia,	   mentre	   l’attività	   degli	   siRNA	   è	  
fortemente	   limitata	   dal	   macchinario	   cellulare,	   rappresentato	   dal	   complesso	  
RISC	  che	  si	   localizza	  esclusivamente	  a	  livello	  citoplasmatico,	  i	  ribozimi	  possono	  
essere	  indirizzati	  verso	  differenti	  compartimenti	  cellulari	  [Tedeschi	  et	  al.,	  2009].	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Figura	   21.Interazione	   target-­‐ribozima.	   (a)	   Rappresentazione	   schematica	   di	   un	   ribozima	  
hammerhead	   che	   lega	   il	   substrato	   in	  modo	   completo,	   con	   entrambi	   le	   sequenze	   di	   legame.	  
L’energia	  di	  legame	  calcolata	  assicura	  la	  formazione	  di	  un	  complesso	  stabile.	  Al	  contrario,	  dopo	  
la	   scissione,	   le	   energie	   di	   legame	   calcolate	   (b)	   e	   (c)	   sulle	   singole	   sequenze	   di	   legame	   sono	  
inferiori	   e	  molto	  meno	   stabili.	  Queste	  proprietà	   sono	   fondamentali	   per	   garantire	  un	   efficace	  
rilascio	   dei	   frammenti	   di	   scissione	   e	   per	   prevenire	   il	   legame	   del	   ribozima	   a	   sequenze	   non	  
desiderate.	  Infatti	  mRNA	  complementari	  ad	  una	  sola	  sequenza	  di	  legame	  non	  potranno	  essere	  
legati	  o	  tagliati	  dai	  ribozimi	  hammerhead	  [Tedeschi	  et	  al	  2009].	  
 
In	   conclusione	   i	   ribozimi	   hammerhead,	   sebbene	   presentino	   un’efficacia	  
leggermente	   inferiore	   agli	   siRNA,	   sono	   dei	   potenti	   strumenti	   molecolari	  
caratterizzati	  da	  una	  altissima	  specificità	  per	  il	  target,	  da	  enormi	  potenzialità	  in	  
termini	  di	  sviluppo	  e	  di	  applicazione,	  che	  si	  mostrano	  superiori	  agli	  altri	  agenti	  
oligonucleotidici	  impiegati	  come	  strumenti	  di	  “knock-­‐down”	  genico.	  
Tutte	   queste	   caratteristiche	   giustificano	   la	   loro	   applicazione	  
nell’identificazione	  di	  nuovi	  bersagli	  terapeutici	  e	  nella	  convalida	  dei	  marcatori	  
patologici.	   Quando	   l’obiettivo	   della	   ricerca	   è	   rappresentato	   dalla	   scoperta	   di	  
nuovi	  target	  terapeutici,	  metodi	  di	  inibizione	  veloci	  e	  altamente	  produttivi	  sono	  
quelli	  preferibili.	  A	  tale	  scopo	  la	  tecnologia	  che	  prevede	  l’uso	  degli	  siRNA	  risulta	  
essere	   quella	   più	   adatta,	   perché	   meno	   costosa	   e	   più	   veloce	   da	   realizzare.	  
Quando	   questi	   nuovi	   target	   terapeutici	   devono	   essere	   validati	   è	   necessario	  
ottenere	   una	   selettiva	   inibizione	   del	   gene	   in	   questione,	   per	   dimostrare	   con	  
un’alta	   confidenza	   il	   coinvolgimento	   di	   tale	   gene	   nel	   pathway	   patologico	  
investigato.	   A	   tale	   scopo	   la	   realizzazione	   di	   una	   strategia	   di	   “knock-­‐down”	  
mediante	   ribozimi	   hammerhead,	   nonostante	   sia	   più	   complessa	   e	   costosa,	  
rappresenta	   la	   scelta	   elettiva	   grazie	   alla	   sua	   elevatissima	   specificità,	   che	   può	  
essere	  verificata	  sperimentalmente.	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Un altro aspetto, che fornisce un vantaggio aggiuntivo all’uso dei ribozimi hammerhead, è 
rappresentato dal fatto che la loro specificità di azione può essere verificata 
sperimentalmente mediante l’uso di due sistemi di controllo correlati: 
- L’utilizzo di una versione inattiva del ribozima, capace di legarsi ma incapace di 
tagliare l‘mRNA target. 
- L’utilizzo di una versione che pur dotata di un dominio catalitico attivo non è 
capace di riconoscere e legare il bersaglio (dominio di legame mutato) 
Una caratteristica importante che distingue i ribozimi hammerhead riguarda la loro 
capacità di agire senza la mediazione di componenti cellulari; a differenza degli siRNA che 
necessitano del complesso multiproteico RISC per poter espletare la loro azione. 
Questo fatto si riflette in un notevole vantaggio, non solo perché rende i ribozimi degli 
strumenti completamente autonomi, ma perché permette di estendere l’azione di questi 
anche ad altri compartimenti cellulari, oltre al citosol, dove normalmente vengono veicolati 
e agiscono. 
Infatti sia gli siRNA che i ribozimi somministrati esogenamente, agiscono in genere 
sull’RNA citoplasmatico. Tuttavia, mentre l’attività degli siRNA è fortemente limitata dal 
macchinario cellulare, rappresentato dal complesso RISC che si localizza esclusivamente a 
livello citoplasmatico, i ribozimi possono essere indirizzati verso differenti compartimenti 
cellulari. 
 
 
 
Figura 6. Interazione target-ribozima. (a) Rappresentazione schematica di un ribozima hammerhead 
che lega il substrato in modo completo, con entrambi le sequenze di legame. L’energia di legame 
calcolata ssicura la formazione di un complesso st bile. Al contrario, dopo la scissione, l’energie di 
legame calcolate (b) e (c) sulle singole sequenze di legame sono inferiori e molto meno stabili. Queste 
proprietà sono fondamentali per garantire un efficace rilascio dei frammenti di scissione e per 
prevenire il legame del ribozima a sequenze non desiderate. Infatti mRNA complementari ad una sola 
sequenza di legame non potranno essere legati o tagliati dai ribozimi hammerhead (Tedeschi et al 
2009). 
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Considerazioni	   generali	   sui	   vantaggi	   e	   sui	   limiti	   delle	   strategie	  
terapeutiche	  basate	  sugli	  oligonucleotidi	  sintetici	  
Le	  caratteristiche	  peculiari	  che	  accomunano	  tutti	  i	  farmaci	  oligonucleotidici	  
sono	  la	  grande	  specificità	  verso	  il	  bersaglio	  genico	  e	  la	  loro	  proprietà	  di	  risultare	  
non	   immunogenici.	   Tutti	   possono	   essere	   prodotti	   per	   sintesi	   chimica	  
automatica	   in	   maniera	   rapida	   ed	   economica.	   Una	   volta	   modificati	   con	  
opportune	   varianti	   funzionali,	   possono	   essere	   realizzati	   in	   modo	   da	   essere	  
fortemente	   resistenti	   nei	   confronti	   delle	   nucleasi,	   una	   caratteristica	  
particolarmente	  utile	  per	   la	   somministrazione	   “in	   vivo”.	   Le	  varianti	   sintetiche,	  
inoltre,	  sono	  più	  sicure	  dei	  plasmidi	  perché	  non	  si	  integrano	  nel	  genoma.	  Infine	  
è	  possibile	  pensare	  a	  miscele	  di	  diversi	  farmaci	  oligonucleotidici	  da	  utilizzare	  nel	  
caso	  di	  malattie	  causate	  da	  bersagli	  genici	  multipli.	  
Nonostante	  gli	  enormi	  progressi	  in	  questo	  campo,	  l’affermazione	  di	  questo	  
tipo	   di	   terapia	   è	   rallentata	   principalmente	   dalla	   mancanza	   di	   un	   sistema	   di	  
distribuzione	  sicuro	  ed	  efficiente	  per	  gli	  acidi	  nucleici.	  
L’internalizzazione	   in	  cellule	   in	  coltura	  di	  molecole	  di	  elevato	  peso	  molecolare	  
ed	  elettricamente	  cariche	  quali	   sono	  gli	  oligonucleotidi	  è	   infatti	  generalmente	  
inefficiente	   [Citti	   and	   Rainaldi,	   2005].	   Dopo	   somministrazione	   sistemica	   gli	  
oligonucleotidi	   sono	   rapidamente	   distribuiti	   ai	   tessuti	   ma	   la	   loro	  
internalizzazione	   risulta	   molto	   ridotta	   essendone	   favorita	   la	   permanenza	   nei	  
fluidi	  biologici.	  Questo	  fatto	  rende	  rapida	  anche	  la	  loro	  eliminazione	  e	  pertanto	  
l’emivita	   di	   oligonucleotidi	   nei	   fluidi	   biologici	   risulta	   breve.	   .	   L’escrezione	  
avviene	   principalmente	   per	   via	   urinaria	   e,	   in	   misura	   molto	   minore,	   per	  
escrezione	   biliare.	   I	   principali	   accettori	   di	   molecole	   terapeutiche	   sono,	  
nell’ordine,	  fegato,	  rene,	  milza	  e	  midollo	  osseo;	  la	  distribuzione	  risulta	  scarsa	  e	  
non	  omogenea	  e	  questo	  ha	  limitato	  notevolmente	  le	  applicazioni	  cliniche	  degli	  
oligonucleotidi.	   La	  veicolazione	  ed	   il	   rilascio	   intracellulare	  degli	  oligonucleotidi	  
sembra	   ad	   oggi	   il	   problema	   principale	   che	   limita	   l’uso	   terapeutico	   di	   tali	  
molecole.	   Questo	   settore	   è	   divenuto,	   pertanto,	   uno	   dei	   temi	   cardine	   della	  
ricerca	   bio-­‐medica	   inerente	   la	   terapia	   genica.Per	   incrementare	  
l’internalizzazione	   cellulare	   di	   acidi	   nucleici	   (sia	   oligonucleotidi	   che	   plasmidi)	  
sono	  stati	  sperimentati	  due	  approcci	  principali:	  quello	  dei	  vettori	  virali,	  e	  quello	  
delle	   strategie	   non	   virali	   [Merdan	   et	   al.,	   2002].	   Fra	   i	   vettori	   virali	   spiccano	   i	  
retrovirus,	  gli	  adenovirus	  e	  i	  virus	  adeno-­‐associati,	  per	  la	  loro	  elevata	  efficienza	  
nell’introdurre	  materiale	  genetico	  nella	   cellula	  ospite.	  Tuttavia,	   la	  necessità	  di	  
ripetute	   somministrazioni	   provoca	   lo	   sviluppo	   di	   immunogenicità.	   Un	   altro	  
problema	  associato	  ai	  vettori	  virali	  è	  la	  loro	  potenziale	  oncogenicità	  in	  seguito	  a	  
ricombinazione	  ed	  incorporazione	  nel	  genoma	  dell’ospite.	  
I	   vettori	   non	   virali,	   soprattutto	   polimeri,	   sono	   certamente	   più	   sicuri,	  
possono	  trasportare	  molecole	  di	  DNA	  di	  grosse	  dimensioni	  (in	  virtù	  del	  legame	  
elettrostatico	   che	   si	   stabilisce	   tra	   le	   cariche	   positive	   del	   vettore	   e	   quelle	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negative	   dell’acido	   nucleico)	   e	   possono	   essere	   prodotti	   facilmente	   in	   grandi	  
quantità	  e	  a	  costo	  relativamente	  basso.	  Lo	  svantaggio	  maggiore	  è,	  al	  momento,	  
una	   relativamente	   bassa	   efficienza	   di	   trasfezione,	   ed	   è	   soprattutto	   su	   questo	  
aspetto	  che	  si	  stanno	  concentrando	  gli	  studi.	  
	  
Vettori	  non	  virali	  
	  
I	  vettori	  non	  virali	  più	  usati	  in	  terapia	  genica	  sono:	  
• i	  lipidi	  cationici,	  (chiamati	  in	  seguito	  “lipoplessi”	  quando	  condensati	  
con	  gli	  acidi	  nucleici),	  
• i	   polimeri	   cationici,	   (chiamati	   in	   seguito	   “poliplessi”	   quando	  
complessati	  con	  gli	  acidi	  nucleici).	  
	  
La	   prima	   categoria,	   è	   costituita	   da	   liposomi	   cationici	   (figur	   22),	   cioè	  
vescicole	   lipidiche	   artificiali,	   dotate	   di	   carica	   positiva	   in	   grado	   di	   incorporare	  
DNA	   (a	  carica	  negativa)	  e	  di	   trasportarlo	  nella	  cellula	  mediante	   fusione	  con	   le	  
membrane	  cellulari	  o	  endocitosi	  mediata	  da	  recettori.	  
	  
Figura	  22.	  Rappresentazione	  di	  un	  liposoma.	  
	  
	  
La	   seconda	   categoria	   verrà	   analizzata	   più	   estesamente.	   Nella	   figura	   che	  
segue	  sono	  rappresentati	  i	  polimeri	  cationici	  più	  conosciuti	  e	  usati.	  
	   58	  
	  
Figura	  23.	  Polimeri	  cationici	  più	  usati	  per	  il	  trasferimento	  di	  acidi	  nucleici.	  
	  
Il	   meccanismo	   di	   trasporto	   dei	   policationi	   dall’esterno	   all’interno	   della	  
cellula	  prevede:	  
• passaggio	  attraverso	  la	  membrana	  cellulare	  via	  endocitosi	  
• incorporazione	  prima	  in	  vescicole	  endoplasmatiche,	  gli	  endosomi,	  e	  
poi	  in	  un	  percorso	  di	  maturazione	  nei	  lisosomi.	  
È	   necessario	   dunque	   un	   modo	   di	   uscita	   dalla	   via	   endolisosomiale	   (che	  
porterebbe	   altrimenti	   alla	   degradazione	   del	   policatione	   e	   dell’acido	   nucleico	  
legato)	   per	   consentire	   il	   raggiungimento	   del	   sito	   d’azione,	   che	   può	   essere,	   a	  
seconda	  dell’agente	  veicolato,	  o	   il	  citoplasma	  o	  il	  nucleo.	  La	  fuga	  endosomiale	  
può	  avvenire	   tramite	  un	  processo	  pH	  dipendente,	   cui	   è	   stato	  dato	   il	   nome	  di	  
meccanismo	  della	  “spugna	  protonica”.	  	  
	  
I	   vantaggi	  nell’usare	   i	  polimeri	   risiedono	  nella	   loro	  adattabilità	  dovuta	  alla	  
possibilità	   di	   realizzare	   diverse	   modificazioni	   che	   conferiscono	   specifiche	  
proprietà	  fisiologiche	  e	  fisico-­‐chimiche	  al	  polimero.	  
Molti	   fattori	   giocano	   un	   ruolo	   importante	   nella	   formazione	   dei	   legami	  
elettrostatici	  con	  il	  DNA,	  e	   la	  scarsa	  conoscenza	  e	   la	  difficoltà	  nell’ottenere	  un	  
polimero	  con	  le	  caratteristiche	  adatte	  costituiscono	  i	  problemi	  da	  risolvere.	  
	  
Polietilenimmina	  (PEI)	  
	  
I	   polimeri	   di	   PEI	   sono	   diventati	   il	   “gold	   standard”	   per	   la	   distribuzione	   dei	  
farmaci	  gene-­‐specifici.	  Sono	  stati	  studiati	  polimeri	  di	  diverso	  peso	  molecolare	  e	  
con	  diversi	  gradi	  di	  ramificazione.	  
I	  polimeri	  altamente	  ramificati	  da	  25	  kDa	  e	  800	  kDa	  	  sono	  più	  usati	  rispetto	  
a	  quelli	  con	  basso	  grado	  di	  ramificazione	  [Fischer	  et	  al.,	  1999].	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I	   polimeri	   di	   PEI	   sono	   in	   grado	   di	   complessare	   grosse	   molecole	   di	   DNA	  
portando	   alla	   formazione	   di	   particelle	   sferiche	   omogenee	   di	   circa	   100	   nm,	   e	  
sono	  capaci	  di	  trasfettare	  efficientemente	  le	  cellule	  sia	  “in	  vivo”	  che	  “in	  vitro”.	  
Rispetto	  agli	   altri	  policationi	  questi	   conferiscono	  una	  maggiore	  protezione	  
all’oligonucleotide	   dall’attacco	   delle	   nucleasi,	   grazie	   probabilmente	   alla	  
maggiore	  densità	  di	  carica	  e	  ad	  una	  complessazione	  più	  efficiente.	  
La	   grande	   quantità	   di	   cariche	   positive	   provoca,	   però,	   una	   maggiore	  
tossicità,	  e	  questo	  costituisce	   il	   limite	  più	   importante	  soprattutto	  per	   l’uso	  “in	  
vivo”.	  
Uno	   dei	   fattori	   cruciali	   che	   conferisce	   un’alta	   efficienza	   di	   trasfezione	   a	  
questi	  polimeri	  è	  la	  proprietà	  di	  “spugna	  protonica”.	  A	  pH	  7,	  ogni	  tre	  o	  quattro	  
atomi	   di	   azoto	   (da	   ammine	   primarie,	   secondarie,	   terziarie)	   si	   ha	   un	   gruppo	  
protonato,	  ciò	  consente	  al	  polimero	  di	  esibire	  capacità	  tampone	  per	  un	  ampio	  
raggio	   di	   pH.	   La	   conoscenza	   del	   nesso	   fra	   struttura	   del	   polimero	   e	   proprietà	  
biologiche	   (efficienza	   di	   trasfezione,	   tossicità…)	   è	   tuttora	   limitata	   nonostante	  
questa	  associazione	  sia	  riconosciuta.	  
Due	  sono	  i	  principali	  spunti	   indiziali	  quali	  elementi	  che	  richiedono	  ulteriori	  
studi	  e	  approfondimenti:	  
	  
• peso	  molecolare	  
l’alto	  peso	  molecolare	   (	  25	  kDa	  o	  800	  kDa)	  porta	  a	  un’alta	  efficienza	  nella	  
trasfezione,	   ma	   ad	   una	   altrettanto	   alta	   tossicità,	   al	   diminuire	   del	   peso	  
molecolare	   (800	   Da)	   si	   ha	   minore	   tossicità	   ma	   anche	  minore	   efficienza	   nella	  
trasfezione.	   Per	   aggirare	  questo	  ostacolo	   si	   è	  pensato	  di	   unire	  piccoli	   pezzi	   di	  
PEI	  con	  ponti	  disolfuro	  biodegradabili,	  ottenendo	  così	  un’aumentata	  efficienza	  
con	  un	  limitato	  aumento	  nella	  tossicità.	  
• grado	  di	  ramificazione	  
la	  maggior	   parte	   dei	   lavori	   è	   stata	   svolta	   sulla	   PEI	   ramificata,	   anche	   se	   la	  
mancanza	   di	   dati	   certi	   sul	   grado	   di	   ramificazione	   impedisce	   una	   risposta	  
univoca	  sulla	  correlazione	  tra	  questa	  caratteristica	  e	  le	  proprietà	  biologiche.	  
Gli	  studi	  effettuati	  sulla	  PEI	  lineare	  da	  22	  kDa	  (ExGen™	  500)	  sono	  piuttosto	  
scarsi,	  ma	  sembrano	  indicare	  un’alta	  efficienza	  di	  trasfezione	  con	  una	  tossicità	  
abbastanza	   limitata.	   Riguardo	   questa	   questione	   non	   si	   hanno	   ancora	   risposte	  
unanimi	  e	  ben	  definite.	  
	  
Poli-­‐L-­‐lisina	  
	  
La	  poli-­‐L-­‐lisina	  è	  stato	  uno	  dei	  primi	  polimeri	  usati	  in	  terapia	  genica.	  Grazie	  
alla	   sua	   struttura	   peptidica,	   è	   biodegradabile,	   caratteristica	   che	   la	   rende	  
particolarmente	  adatta	  all’uso	  in	  vivo.	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I	  parametri	  da	  valutare	  sono	  in	  questo	  caso	  il	  peso	  molecolare	  e	  il	  rapporto	  
N/P	  (dove	  N	  =	  gruppi	  amminici	  e	  P	  =	  gruppi	  fosforici).	  L’efficienza	  di	  trasfezione	  
della	  poli-­‐L-­‐lisina	  rimane	  comunque	  inferiore	  a	  quella	  della	  PEI.	  Questo	  fatto	  si	  
può	  spiegare	  con	  la	  mancanza	  di	  gruppi	  amminici	  con	  pKa	  compreso	  tra	  5	  e	  7,	  
un	   elemento	   che	   sarebbe	   essenziale	   nell’indurre	   la	   lisi	   delle	   vescicole	  
endosomiche	   (endosomolisi).	   Di	   conseguenza,	   la	   poli-­‐L-­‐lisina	   provoca	   scarsi	  
livelli	   di	   espressione	   transgenica.	   L’inclusione	   di	   agenti	   endosomolitici	  
(clorochina	  o	  peptici	  fusogenici)	  può	  incrementare	  l’espressione	  genica.	  
	  
Polimeri	  contenenti	  imidazolo	  
I	   polimeri	   che	   contengono	   l’eterociclo	   imidazolico	   si	   stanno	   dimostrando	  
promettenti	  per	  le	  loro	  capacità	  di	  trasfezione.	  Una	  delle	  modificazioni	  possibili	  
prevede	   l’introduzione	  di	   una	   istidina	   all’ε-­‐ammino	  gruppo	  di	   alcune	   lisine,	   in	  
questo	  modo	  si	  ottiene	  un	   significativo	  aumento	  nell’efficienza	  di	   trasfezione.	  
Questo	   miglioramento	   è	   da	   attribuire	   al	   pKa	   dell’imidazolo,	   di	   circa	   6,	   che	  
conferisce	  capacità	  tampone	  nell’intervallo	  di	  pH	  endolisosomiale,	  e	  ne	  media	  
quindi	   la	   fuga	   vescicolare	   tramite	   un	   meccanismo	   di	   “spugna	   protonica”.	  
Questo	  dato	  fornisce	  un	  ulteriore	  conferma	  che	  l’acidificazione	  endosomiale	  è	  
un	  fattore	  necessario	  perché	  questi	  polimeri	  siano	  veicoli	  efficienti.	  
	  
Chitosani	  
I	   chitosani	   sono	  amminopolisaccaridi	   lineari	  biodegradabili	   costituiti	  da	  N-­‐
acetil	  D-­‐glucosammina	  e	  D-­‐glucosammina	   legati	  attraverso	   legami	  β-­‐glicosidici	  
1,4.	  
Usati	   in	   origine	   come	   additivi	   alimentari,	   mostrano	   una	   migliore	  
biodisponibilità	  rispetto	  alla	  PEI.	  I	  fattori	  che	  influenzano	  la	  loro	  efficienza	  sono	  
il	   peso	  molecolare	  e	   il	   grado	  di	  deacetilazione.	   I	   chitosani	   formano	  dei	  piccoli	  
complessi	  (<100	  nm)	  con	  il	  DNA	  plasmidico,	  di	  forma	  toroidale.	  
	  
Dendrimeri	  
I	   dendrimeri	   sono	   polimeri	   sferici	   altamente	   ramificati	   che,	   nel	   caso	   della	  
veicolazione	  di	  acidi	  nucleici,	  debbono	  esporre	  gruppi	  amminici.	  Possono	  essere	  
ottenuti	   sia	   per	   sintesi	   divergente	   (partendo	   dal	   centro)	   che	   convergente	  
(partendo	  dalla	  periferia).	  
Il	  grado	  di	  ramificazione	  è	  espresso	  dalla	  generazione	  dei	  dendrimeri.	  I	  più	  
usati	   come	   vettori	   non	   virali	   sono	   di	   sesta	   generazione	   sintetizzati	   per	   via	  
divergente.	   La	   struttura	   di	   questi	   polimeri	   mostra	   un’alta	   densità	   di	   ammine	  
all’esterno	   che	   contribuiscono	   a	   un’	   efficiente	   condensazione	   degli	   acidi	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nucleici,	  mentre	  le	  ammine	  all’interno	  sono	  disponibili	  quale	  spugna	  protonica	  
per	   la	   neutralizzazione	   durante	   l’acidificazione	   endosomiale,	   favorendo	   il	  
rilascio	  del	  farmaco.	  
	  
Ostacoli	  nella	  distribuzione	  degli	  acidi	  nucleici	  
La	   distribuzione	   del	   complesso	   vettore-­‐acido	   nucleico,	   idealmente,	  
dovrebbe	  riguardare	  solo	  il	  tessuto	  bersaglio.	  Questo	  prevede	  il	  superamento	  di	  
numerosi	  ostacoli	  che	  fanno	  in	  modo	  che	  solo	  una	  piccola	  frazione	  possa	  agire	  
nel	   modo	   desiderato.	   I	   vettori	   che	   trasportano	   oligonucleotidi	   antisenso,	  
aptameri,	   ribozimi,	   DNAzimi	   e	   siRNA	   hanno	   il	   loro	   sito	   d’azione	   a	   livello	  
citoplasmatico.	   Devono	   invece	   arrivare	   all’interno	   del	   nucleo	   i	   vettori	   che	  
trasportano	   plasmidi	   a	   DNA,	   oligonucleotide	   antisenso	   antisplicing,	  
ribozimi/DNAzimi	   anti	   trascritto	   primario,	   aptameri	   anti	   proteine	   nucleari,	  
oligonucleotide	  antigenici.	  
La	   trattazione	   che	   segue	   si	   basa	   su	   dati	   di	   biodistribuzione	   di	  molecole	   a	  
base	   nucleotidica	   ottenuti	   utilizzando	   vettori	   di	   espressione	   per	   transgeni,	  
mentre	  sono	  molto	   limitate	   le	   informazioni	  sulla	  captazione	  di	  oligonucleotidi.	  
Le	   minori	   dimensioni	   dei	   complessi	   a	   base	   oligonucleotidica	   possono	  
probabilmente	   favorire	   l’attraversamento	   di	   alcune	   delle	   barriere,	   sia	  
sistemiche	   che	   cellulari,	   ma	   gli	   ostacoli	   incontrati	   sono	   sostanzialmente	   i	  
medesimi	  per	  i	  diversi	  poli-­‐	  e	  lipo-­‐plessi.	  
Due	  sono	  le	  principali	  categorie	  di	  ostacoli	  
• ostacoli	  a	  livello	  sistemico	  
• ostacoli	  a	  livello	  cellulare	  
	  
Alla	  categoria	  degli	  ostacoli	  di	  tipo	  sistemico	  appartengono	  	  principalmente:	  
• il	  superamento	  della	  barriera	  endoteliale.	  Questo	  è	  possibile	  solo	  in	  
tessuti	   che	   presentano	   fenestrature	   irregolari	   (fegato,	   milza,	  
midollo	   osseo,	   alcuni	   tipi	   tumorali)	   che	   presentano	   nell’endotelio	  
larghe	  maglie	   che	  permettono	   il	   passaggio	  di	  molecole	  da	  0,1	   a	   1	  
µm.	  
• la	  carica	  positiva	  del	  poliplesso.	  Si	  tratta	  di	  un	  elemento	  che	  porta	  a	  
una	  drastica	  diminuzione	  dell’emivita	  plasmatica	  dei	  complessi	  con	  
superficie	   carica,	   sia	  per	  attivazione	  del	   sistema	  del	   complemento	  
che	   per	   legame	   con	   le	   proteine	   plasmatiche,	   soprattutto	  
l’albumina.	  
• la	   biodistibuzione	   dopo	   applicazione	   endovenosa.	   Questo	   aspetto	  
determina	   un	   immediato	   accumulo	   a	   livello	   polmonare	   (80-­‐90%	  
della	  dose	  iniettata)	  a	  cui	  segue	  una	  ridistribuzione	  secondaria,	  che	  
porta	  dell’accumulo	  di	  alte	  concentrazioni	  a	  livello	  epatico.	  Il	  profilo	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dell’espressione	   genica	   è	   paragonabile	   a	   quello	   della	  
biodistribuzione,	   con	   i	   più	   alti	   livelli	   rintracciabili	   a	   livello	  
polmonare,	   sia	   per	   l’accumulo	   maggiore	   che	   per	   la	   migliore	  
efficienza	  nell’espressione	  genica	  a	  questo	  livello.	  
	  
Strategie	  per	  tentare	  di	  dare	  una	  risposta	  possono	  essere:	  
• la	  stabilizzazione	  sterica	  del	  complesso	  tramite	  l’attacco	  di	  polimeri	  
idrofilici	   al	   complesso	   che	   permette	   di	   schermare	   la	   superficie	  
carica	  e	  creare	  una	  barriera	  contro	  l’aggregazione	  con	  componenti	  
cellulari,	  diminuendo	  le	  interazioni	  non	  specifiche.	  Fra	  i	  vari	  ligandi	  
si	   ricordano:	   il	   polietilenglicole	   (PEG),	   la	   transferrina,	   il	   poli(N-­‐(2-­‐
idrossipropil)metacrilammide)	  (pHPMA)	  
• le	  applicazioni	  locali.	  Nel	  polmone	  per	  esempio	  sono	  stati	  sviluppati	  
sistemi	  per	  l’applicazione	  attraverso	  aerosol;	  nei	  tumori	  sono	  state	  
provate	   iniezioni	   sia	   nell’arteria	   che	   irrora	   il	   tumore	   sia	  
direttamente	   nel	   tumore;	   nel	   cervello	   sono	   stati	   sviluppati	  
numerosi	   sistemi	   di	   trasporto	   recettore-­‐mediati	   per	   molecole	  
specifiche,	   quali	   la	   trasferrina,	   per	   facilitare	   il	   passaggio	   della	  
barriera	  ematoencefalica	  
	  
Alla	  categoria	  degli	  ostacoli	  a	  livello	  cellulare	  appartengono	  invece:	  
• il	   doppio	   strato	   lipidico	   della	   membrana	   cellulare.	   I	   poliplessi	  
passano	   la	   membrana	   per	   via	   endocitotica,	   compatibilmente	  
con	  le	  caratteristiche	  di	  superficie	  e	  la	  grandezza.	  Lo	  svantaggio	  
della	   via	   endocitotica	   è	   l’esposizione	   alla	   degradazione	   nel	  
lisosoma,	  ma	  il	  poliplesso	  può	  essere	  anche	  intrappolato	  e	  mai	  
più	  rilasciato.	  
• l’uptake	  cellulare	  non	  specifico,	  dovuto	  alla	  superficie	  carica	  del	  
complesso	   che	   incrementa	   l’affinità	   per	   i	   costituenti	   carichi	  
negativamente	   della	   membrana,	   ma	   anche	   il	   problema	   delle	  
possibili	  interazioni	  aspecifiche.	  
	  
Strategie	  per	  il	  superamento	  di	  questi	  ostacoli	  possono	  essere:	  
• l’utilizzo	   di	   domini	   di	   trasduzione	   delle	   proteine,	   PTD	   (protein	  
transduction	   domain),	   chiamati	   anche	   CPP	   (cell	   penetrating	  
peptides)	   [[Lundberg	   and	   Langel,	   2003].	   Tali	   domini,	   scoperti	  
alla	  fine	  degli	  anni	  ’80,	  mediano	  per	  l’uptake	  di	  proteine	  o	  altre	  
macromolecole	   in	   via	   endocitosi	   indipendente.	   L’enorme	  
vantaggio	  di	  questo	  tipo	  di	  entrata	  cellulare	  è	  dato	  dall’evitare	  
il	   compartimento	   endolisosomiale,	   che	   grazie	   all’ambiente	  
acido	  porta	  alla	  rapida	  degradazione	  del	  DNA	  e	  RNA	  e	  quindi	  a	  
un	  rilascio	   inefficiente.	   I	  PTD	  sono	  stati	   testati	  su	  diverse	   linee	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cellulari,	   e	   anche	  quelle	   che	   solitamente	  mostrano	  una	   scarsa	  
efficienza	   nella	   trasfezione	   hanno	   portato	   a	   risultati	  
incoraggianti.	   Sono	   state	   identificate	   diverse	   sequenze	   che	  
hanno	   efficienza	   nella	   trasduzione.	   Fra	   quelle	   che	   mostrano	  
migliore	   efficienza	   ci	   sono	   la	   proteina	   Tat	   derivata	   dal	   virus	  
dell’HIV-­‐1,il	   fattore	   di	   trascrizione	   Antennapedia	   pAntp	   di	  
Drosophila,	   il	   fattore	   di	   trascrizione	   VP22	   del	   virus	   herpes	  
simplex	  tipo-­‐1.	  
• Aumento	   dell’uptake	   in	   specifici	   tipi	   cellulari	   attraverso	   il	  
direzionamento	   che	   si	   può	   realizzare	   incorporando	   strutture	  
che	   facilitano	   l’uptake	   esclusivo	   in	   specifici	   tessuti	   o	   in	  
determinati	   tipi	   cellulari	   (per	   es.	   ligandi	   per	   le	   integrine,	  
trasferrina,	   LDL,	   fattori	   di	   crescita).	   In	   alcuni	   casi	   è	   possibile	  
sfruttare	   determinate	   condizioni	   del	   tessuto	   bersaglio	   (per	  
esempio	   fenestrature	   irregolari	   in	   tessuti	   tumorali),	   oppure	   è	  
possibile	   usare	   enhancer	   o	   promotori	   specifici	   per	   le	   cellule	  
bersaglio.	  
	  
Fuga	  dall’endosoma	  
Indipendentemente	   dal	   meccanismo	   di	   ingresso	   endocitotico,	   i	   poliplessi	  
seguono	   la	   via	   endolisosomiale,	   passando	   prima	   nell’endosoma	   e	   infine	   nel	  
lisosoma	   (figura	   24).	   Le	   vescicole	   lisosomiali	   si	   fondono	  e	   si	   assemblano	  nella	  
regione	  perinucleare	  e	  qui	  la	  maggior	  parte	  del	  complesso	  rimane	  senza	  subire	  
cambiamenti.	  Per	  essere	  efficace	  una	  parte	  del	  complesso,	  o	  anche	  solo	  l’acido	  
nucleico,	  deve	  uscire	  da	  questa	  via	  per	  poter	  interagire	  con	  i	  bersagli	  desiderati	  
o	   accedere	   al	   nucleo.	   Inoltre	   l’uscita	   dalla	   via	   endolisosomiale	   deve	   essere	  
rapida	   altrimenti	   potrebbero	   iniziare	   i	   processi	   di	   degradazione	   a	   carico	   delle	  
nucleasi	  e	  del	  pH	  acido	  (circa	  5)	  all’interno	  dei	  lisosomi.	  
	  
	  
	  
Figura	  24.	  Schema	  del	  passaggio	  sub	  cellulare	  del	  poliplesso.	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Poiché	   questo	   è	   uno	   dei	   punti	   più	   critici	   di	   questo	   processo,	   si	   stanno	  
facendo	  grossi	  studi	  per	  risolvere	  la	  problematica.	  
Sono	  stati	  tentati	  diversi	  approcci,	  per	  esempio	  sono	  stati	  testati	  dei	  peptidi	  
con	   attività	   fusogenica	   innescata	   dal	   pH	   capaci	   quindi	   di	   destabilizzare	   le	  
vescicole	   lisosomiali	   (Peptide	   dell’Emoagglutinina	   Adenovirale	   HA),	   o	   ancora	  
altri	  metodi	   prevedono	   l’utilizzo	   di	   specifiche	   proprietà	   di	   alcuni	   polimeri	   per	  
provvedere	  a	  un	  uscita	  dall’endosoma	  o	  dal	  lisosoma	  efficiente	  e	  rapida.	  
	  
Meccanismo	  di	  fuga	  endosomiale	  
L’uscita	   dei	   poliplessi	   dalle	   vescicole	   è	   un	   processo	   pH	   dipendente.	  
L’efficienza	  del	  vettore	  non	  virale	  è	  dunque	  correlata	  con	  la	  capacità	  tampone	  
nel	   range	   di	   pH	   lisosomiale	   (5-­‐7).	   I	   polimeri	   che	   esibiscono	   tale	   capacità	  
risultano	   avere	   alta	   efficienza	   di	   trasfezione,	   al	   contrario	   polimeri	   che	   non	  
presentano	   residui	   basici	   forti	   o	   gruppi	   protonabili	   non	   sono	   altrettanto	  
funzionali.	  
Per	   spiegare	   il	  meccanismo	  del	   rilascio	   del	   poliplesso,	   si	   ricorre	   all’ipotesi	  
della	  “spugna	  protonica”	  (figura	  25).	  
Questa	   ipotesi	   prevede	   che	   la	   capacità	   tampone	   dei	   polimeri	   porti	   a	   un	  
incrementato	   influsso	   di	   protoni	   e	   ioni	   cloruro	   durante	   l’acidificazione	  
endolisosomiale	  che	  provoca	  un	  aumento	  della	  pressione	  osmotica	  all’interno	  
della	   vescicola.	   Di	   conseguenza	   aumenta	   il	   flusso	   passivo	   di	   acqua	   dentro	   la	  
vescicola,	   che	   porta	   prima	   al	   rigonfiamento	   poi	   alla	   rottura	   o	   al	  
danneggiamento	  della	  vescicola.	  Inoltre	  l’espansione	  della	  struttura	  polimerica	  
può	  contribuire	  a	  destabilizzare	  ulteriormente	  la	  vescicola.	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Figura	   25.	   Effetto	   di	   “spugna	   protonica”:	   dopo	   l’endocitosi	   del	   poliplesso	   (1),	   il	  
tamponamento	   dell’ambiente	   acido	   endosomiale	   (2)	   porta	   a	   un	   aumento	   della	   pressione	  
osmotica	  e	  infine	  alla	  lisi	  (3).	  
	  
Dopo	  il	  rilascio	  la	  parte	  oligonucleotidica	  del	  complesso	  deve	  attraversare	  il	  
citoplasma	   per	   raggiungere	   il	   proprio	   sito	   d’azione.	   La	   mobilità	   di	   grosse	  
molecole	  nel	  citoplasma	  è	  estremamente	  bassa,	  e	  ciò	  le	  rende	  facili	  bersagli	  per	  
le	  nucleasi	   citoplasmatiche.	  Ribozimi	  e	  antisenso	  agiscono	  a	   livello	  del	   citosol,	  
plasmidi	   a	  DNA	   invece	   svolgono	   la	   loro	   azione	   nel	   nucleo.	   La	   sfida,	   in	   questo	  
ultimo	  caso,	  è	  dunque	  di	  modificare	  l’acido	  nucleico	  o	  il	  complesso	  in	  modo	  da	  
proteggerlo	  dalla	  degradazione,	  facilitare	  il	  rilascio	  dal	  trasportatore	  e	  favorire	  il	  
passaggio	  nel	  nucleo.	  
Le	  modalità	   con	   cui	   gli	   oligonuceotidi	   transitano	   nel	   citoplasma	  non	   sono	  
del	   tutto	   note.	   Si	   potrebbero	   verificare	   fenomeni	   di	   complessazione,	   per	  
esempio	  con	  costituenti	  quali	  lipidi	  di	  membrana.	  Ciò	  potrebbe	  incrementare	  la	  
mobilità	  citosolica	  e	  la	  stabilità	  contro	  le	  nucleasi	  oppure	  si	  potrebbe	  ottenere	  
un	   aumento	   della	   permeabilità	   per	   grosse	  molecole	   in	   seguito	   ad	   alterazione	  
delle	  maglie	  del	  citoscheletro	  da	  parte	  del	  polimero	  cationico.	  
	  
Eritrociti	  come	  agenti	  veicolanti	  
Come	  già	  preso	  in	  considerazione	  in	  precedenza,	  l’uso	  di	  agenti	  veicolanti	  è	  
fondamentale	   per	   aumentare	   la	   specificità,	   l’efficienza	   e	   la	   sicurezza	   degli	  
interventi	  terapeutici	  e	  diagnostici.	  
Fra	   i	   diversi	   agenti	   veicolati	   gli	   eritrociti,	   rappresentano	   un’affascinante	  
possibilità,	  per	  certi	  aspetti	  dalle	  caratteristiche	  uniche	  (tabella	  3).	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Tabella	  3.	  Dati	  di	  emivita	  riferita	  a	  studi	  nel	  topo	  poiché	  non	  tutti	  i	  sistemi	  proposti	  sono	  
stati	   studiati	   nell’uomo.	   Nell’uomo	   l’emivita	   dei	   globuli	   rossi	   è	   di	   circa	   60	   giorni.	  
(EPR=Enhanced	  Permeation	  and	  Retention).	  
	   Dimensione	  
(nm)	  
Forma	   Emivita	  
nel	  sangue	  
Diffusione	  nel	  
sangue	  
RBC	   (red	  
blood	   cells,	  
eritrociti)	  
5000-­‐7000	   Dischi	  
biconcavi	  
10-­‐15	  
giorni	  
Sistema	  
reticoloendoteliale	  
Liposomi-­‐PEG	   50-­‐500	   Sfere	   3-­‐6	  ore	   Tumori-­‐EPR,	  
endocitosi	  
Poliplessi	   50-­‐500	   Sfere	   10-­‐20	  ore	   Tumori-­‐EPR,	  
endocitosi	  
Filomicelle	   40	  *	  20000	   Filamenti	   1-­‐3	  giorni	   Sconosciuto,	   forse	  
EPR	  
Micelle	  
Polimeriche	  
20-­‐300	   Sfere	   0,1-­‐6	  ore	   Tumori-­‐EPR,	  
endocitosi	  
Proteine	   e	  
coniugati	  
5-­‐5000	   Sfere	  
irregolari	  
10	   minuti-­‐
6	  ore	  
Diffusione	   ed	  
endocitosi	  
	  
	  
Gli	   eritrociti	   hanno	   forma	   a	   disco	   biconcavo,	   sono	   cellule	   prive	   di	   nucleo,	  
hanno	   un	   diametro	   di	   circa	   7µm,	   uno	   spessore	   di	   circa	   2	   µm	   e	   un’area	  
superficiale	  di	  160	  µm2.	  In	  un	  microlitro	  di	  sangue	  umano	  sono	  contenuti	  circa	  
5	  milioni	   di	   globuli	   rossi,	   rappresentando	   il	  maggiore	   costituente	   cellulare	  del	  
sangue.	   La	   vita	  media	  di	   un	  eritrocita	  umano	  è	  di	   100-­‐120	  giorni,	   e	   viaggiano	  
per	   circa	   250	   km	   attraverso	   il	   sistema	   cardiovascolare	   funzionando	   come	   un	  
trasportatore	  naturale	  per	  l’ossigeno.	  
La	  vita	  media	  e	  la	  dimensione	  di	  un	  eritrocita	  sono	  sensibilmente	  maggiori	  
rispetto	   a	   quelli	   di	   altri	   sistemi	   di	   veicolazione,	   e	   questo	   rappresenta	   un	  
vantaggio	  per	  il	  rilascio	  intravascolare	  e	  per	  il	  tempo	  prolungato	  di	  circolazione	  
del	  farmaco.	  
Più	   di	   cinquanta	   farmaci,	   una	   volta	   iniettati	   nel	   circolo	   sanguigno,	  
interagiscono	   con	   i	   globuli	   rossi	   e	   vengono	   da	   questi	   metabolizzati	   e	  
compartimentalizzati:	  questo	  comportamento	  potrebbe	  essere	  sfruttato	  per	  la	  
compartecipazione	  alla	  biodistribuzione,	   alla	   farmacocinetica,	   al	   rilascio	   lento,	  
al	  metabolismo	  e	  all’attività	  di	  diversi	  farmaci,	  compresi	  agenti	  anti	  tumorali.	  
L’utilizzo	  dei	  globuli	   rossi	  come	  veicoli	  per	   farmaci	   iniziò	   fin	  dai	  primi	  anni	  
’70,	  quando	  fu	  proposto	  che	  l’effetto	  di	  alcuni	  farmaci	  poteva	  migliorare	  dopo	  
incapsulazione	   in	   eritrociti	   autologhi	   o	   da	   donatore	   immunologicamente	  
compatibile,	   che	   erano	   in	   seguito	   iniettati	   nell’ospite,	   portando	   a	   un	  
significativo	  aumento	  del	  tempo	  di	  circolazione	  del	  farmaco	  nel	  sangue.	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Le	   caratteristiche	  più	   affascinanti	   di	   tale	   sistema	   risiedono	  nel	   prolungato	  
tempo	   di	   permanenza	   nel	   circolo,	   migliore	   biodisponibilità,	   un	   considerevole	  
volume	   e	   una	   buona	   area	   superficiale,	   l’elevata	   biocompatibilità,	   i	   naturali	  
meccanismi	  per	  una	  sicura	  eliminazione.	  Gli	  eritrociti	  dunque	  rappresentano	  un	  
buon	  sistema	  di	  veicolazione	  confrontato	  agli	  altri	  disponibili.	  
Caratteristica	  degli	  eritrociti	  è	  di	  trasportare	  attraverso	  il	  circolo	  sanguigno	  
numerose	  sostanze.	  Fra	  le	  altre,	   la	  più	  importante	  è	  sicuramente	  l’emoglobina	  
che	   trasporta	   l’ossigeno,	   e	   si	   trova	   naturalmente	   incapsulata	   nel	   volume	  
interno	   prodotto	   dalla	   membrana	   plasmatica	   dell’eritrocita.	   La	   membrana	  
dell’eritrocita	   è	   costituita	   da	   un	   complesso	   citoscheletrico	   formato	   da	   un	  
reticolo	   esagonale	   di	   actina	   e	   spectrina	   interconnesso	   a	   proteine	   integrali	   di	  
membrana	   attraverso	   numerose	   proteine	   strutturali	   e	   di	   connessione.	   La	  
regolazione	  dinamica	  e	  il	  rimodellamento	  del	  citoscheletro	  vengono	  conservati	  
attraverso	  l’attività	  delle	  piccole	  GTPasi	  che	  assicurano	  la	  stabilità	  morfologica,	  
la	  plasticità	  e	  la	  deformabilità	  dei	  globuli	  rossi,	  necessarie	  per	  i	  numerosi	  viaggi	  
attraverso	  vasi	  e	  capillari.	  Come	  in	  altri	  tipi	  di	  cellule,	  la	  membrana	  plasmatica	  è	  
costituita	  da	  un	  doppio	  strato	  lipidico	  asimmetrico	  di	  fosfolipidi	  e	  colesterolo.	  
A	   causa	   di	   questi	   requisiti	   unici,	   i	   globuli	   rossi	   possono	   rappresentare	   un	  
sistema	  di	   trasporto	  ottimale	  per	   i	   farmaci,	   sia	  che	  questi	  vengano	  direzionati	  
verso	   le	  cellule	  che	  eliminano	  gli	  eritrociti	   (per	  esempio	  macrofagi	  del	  sistema	  
reticoloendoteliale),	   sia	   che	   vengano	   veicolati	   direttamente	   verso	   il	   flusso	  
sanguigno.	  
Negli	  ultimi	  30	  anni	  si	  sono	  compiuti	  numerosi	  progressi	  per	  dimostrare	  la	  
validità	   di	   questo	   sistema	   e	   per	   definirne	   l’applicabilità	   clinica.	   Sono	   stati	  
eseguiti	  numerosi	  studi	  sia	  su	  modelli	  animali,	  che	  sull’uomo:	  sono	  emerse	  sia	  
prospettive	   di	   sviluppo	   e	   possibilità	   applicative,	   ma	   anche	   criticità	   e	   punti	  
deboli.	   Finora,	   l’uso	  di	   eritrociti	  modificati	   “ex	   vivo”	  da	   sangue	  autologo	  o	  da	  
donatore,	  rimane	  un’opzione	  limitata	  dalla	  messa	  a	  punto	  dell’emotrasfusione,	  
e	  rappresenta	  di	  certo	  una	  sfida	  stimolante	  e	  avvincente	  per	  un	  uso	  massiccio.	  
Inoltre,	   con	   le	   modifiche	   a	   carico	   degli	   eritrociti	   si	   verifica	   una	   notevole	  
riduzione	   della	   biocompatibilità	   e	   questo	   rappresenta	   un	   ostacolo	  
all’applicabilità.	  
Comunque,	   i	   più	   recenti	   risultati	   su	   modelli	   animali	   hanno	   proposto	  
appositi	   approcci	   	   per	   risolvere	   o	   superare	   questi	   problemi	   e	   aumentare	   in	  
questo	  modo	   la	   certezza	   che	   i	   sistemi	   per	   il	   trasporto	   di	   farmaci	   basato	   sugli	  
eritrociti	  possa	  trovare	  applicabilità	   in	  campo	  medico	  in	  tempi	  piuttosto	  rapidi	  
[Muzykantov,	  2010].	  	  
Attualmente,	  sono	  allo	  studio	  numerosi	  approcci	  a	  questo	  sistema.	  Le	  due	  
strategie	  maggiormente	  studiate	  ed	  analizzate	  prevedono:	  
1. caricamento	  del	  farmaco	  all’interno	  degli	  eritrociti,	  
2. coniugazione	  del	  farmaco	  sulla	  membrana	  dell’eritrocita.	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Farmaci	  incorporati	  all’interno	  di	  globuli	  rossi	  
Se	   si	   dovesse	   fare	   un	   esempio	   semplice	   ed	   eloquente,	   i	   globuli	   rossi	  
assomigliano	   a	   resistenti	   sacchi	   viaggianti	   costituiti	   da	   un	   materiale	   molto	  
elastico.	  Questa	  caratteristica	  può	  spiegare	  come	  mai	   l’impiego	  degli	  eritrociti	  
per	   le	   loro	   capacità	   di	   trasporto	   di	   farmaci	   è	   partito	   con	   l’incapsulamento	   di	  
farmaci	  all’interno	  di	  eritrociti	  fantasmi.	  
Dai	  primi	  anni	  ’70,	  quest’area	  di	  ricerca	  ha	  ricevuto	  notevoli	  attenzioni	  e	  ha	  
prodotto	   il	   primo	   sistema	   di	   veicolazione	   basato	   sugli	   eritrociti	   testato	   in	  
ambito	  clinico	  [Magnani	  et	  al,	  2002].	  	  
Questo	   sistema	   è	   stato	   ampiamente	   descritto,	   dibattuto	   e	   analizzato	   in	  
numerosi	  lavori.	  
I	   metodi	   di	   incorporazione	   per	   inserimento	   elettrico	   o	   trattamento	   con	  
soluzioni	   ipotoniche	   seguite	  da	   risigillamento	  dei	   pori	   della	  membrana	   (figura	  
26)	  hanno	  riguardato	  diversi	   farmaci	   (antibiotici,	  steroidi,	  agenti	  antimicrobici,	  
proteine	   e	   materiale	   genetico)	   con	   percentuali	   di	   incorporazione	   di	   sostanza	  
biologicamente	  attiva	  che	  vanno	  da	  buone	   (10-­‐30%)	  a	  ottime	   (70%).	  Studi	   “in	  
vitro”	  hanno	  dimostrato	  che	   i	   farmaci	   incapsulati	  possono	  essere	   rilasciati	  dai	  
globuli	   rossi	   sia	   lentamente	   (per	   esempio	   per	   diffusione	   attraverso	   la	  
membrana	   plasmatica	   degli	   eritrociti,	   o	   per	   sua	   eventuale	   degradazione)	   sia	  
velocemente	   (per	   lisi	   dell’eritrocita	   per	   attivazione	   del	   complemento	  
plasmatico).	   Studi	   recenti	   hanno	   inoltre	   dimostrato	   che	   i	   veicoli	   a	   base	   di	  
eritrociti	   facilitano	   il	   rilascio	   intracellulare	   degli	   agenti	   veicolati	   di	   proteine	   e	  
acidi	  nucleici	  all’interno	  di	  cellule	  in	  coltura.	  
	  
	  
Figura	  26.	   Incorporazione	  di	   farmaci	  all’interno	  di	  globuli	   rossi:	  gli	  eritrociti	  sono	  posti	   in	  
una	   soluzione	   salina	   ipotonica	   che	  porta	  al	  dilatamento	  dei	  pori	  di	  membrana,che	  diventano	  
abbastanza	   larghi	  da	  permettere	   il	  passaggio	  dall’esterno	  del	   farmaco.	  Si	   ristabilisce	  a	  questo	  
punto	  l’osmolarità	  che	  permette	  il	  risigillamento	  della	  membrana,	  l’ultimo	  passaggio	  prevede	  il	  
lavaggio	  delle	  sostanze	  non	  incorporate	  dagli	  eritrociti.	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Figure 1 Encapsulation of drugs within erythrocytes. Human erythro-
cytes are dialyzed against a hypotonic saline solution to permit the open-
ing of pores large enough to be crossed by externally added drugs. The
osmolarity is then restored to permit the resealing of membrane pores fol-
lowed by washing out the non-entrapped substances (further details in
Ref. 16).
Figure 2 The ‘Red Cell Loader’. Encapsulation of drugs within erythro-
cytes is performed by a semi-automatic procedure using the apparatus
shown in the figure. The Red Cell Loader consists essentially of a continu-
ous flow centrifuge, a vacuum pump and a hemofilter for the concentration
of lysed erythrocytes (further details in Ref. 12).
named ‘Red Cell Loader’ is shown in Figure 2. At first
we have selected dexamethasone-21-phosphate (Dex 21-
P) to be encapsulated into human erythrocytes. Dex 21-
P is slowly dephosphorylated within erythrocytes to
dexamethasone which is then released in circulation. By
using the Red Cell Loader we were able to administer 1
to 15 mg of Dex 21-P loaded into erythrocytes to patients
with chronic obstructive pulmonary disease (COPD)13 or
cystic fibrosis (CF) (not shown).
In COPD patients, pharmacokinetic analyses have
shown that a single administration of drug-loaded
erythrocytes (2–4 mg of Dex 21-P) was able to maintain
detectable dexamethasone concentrations in blood for up
to 7 days (longer time was not evaluated). The continu-
ous release of dexamethasone was paralleled by the sus-
pension of !-agonists and oral corticosteroid treatments
by all 10 patients enrolled in the clinical trial.
In CF patients, pharmacokinetic analyses were perfor-
med for longer periods of time than in COPD patients,
and revealed that detectable amounts of plasmatic
dexamethasone (0.02–0.05 "M) were found 1 month after
infusion. Following treatment, no side-effects were
observed while general improvement of clinical para-
meters was obtained (the clinical trial is still in progress).
The administration of non-diffusible pro-drugs by
autologous erythrocytes is thus possible, safe and pro-
duces benefits to the patients.
Erythrocytes as drug-targeting system
Human erythrocytes, once loaded with the drug of inter-
est, can also be modified to promote autologous immuno-
globulin binding and C3b deposition, so that macro-
phages can recognize and phagocytose the opsonized
erythrocytes. By this mechanism the drug encapsulated
into the erythrocytes is released within macrophages.4,15
By using this system, a number of different compounds
can be efficiently delivered. In our laboratory we have
tested nucleotide analogues, peptides and modified oli-
gonucleotides. Nucleotide analogues are potent antiviral
agents usually administered as nucleoside analogues.
These molecules are then phosphorylated into macro-
phages by cellular or viral enzymes. Unfortunately these
enzymes are not always efficient enough to provide a
complete protection, thus we reasoned that the delivery
of nucleoside analogues in phosphorylated form would
have been an advantage. We have proved that this is true
both in vitro and in vivo and that new compounds can
also be designed, synthesized and delivered using
erythrocytes as carriers.14,15–18
Among peptides interesting results were obtained in
our laboratory by the delivery of a ubiquitin analogue19
(Figure 3). This peptide is stable in the erythrocytes and
efficiently competes with endogenous ubiquitin in
macrophages. Thus, the delivery of peptides is feasible,
at least for the ubiquitin analogues.
Finally, we have evaluated the use of erythrocytes for
the delivery of modified oligonucleotides. The most com-
mon analogues we have encapsulated are the peptide
nucleic acids (PNA) analogues with good efficiency
(>30%) and acceptable efficacy. The percentage of inhi-
bition of a selected macrophage gene product (iNOs) was
in the range of 35 to 40% both in vitro and in vivo suggest-
ing that delivery of modified oligonucleotides can
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La	  biodistribuzione,	  la	  farmacocinetica	  e	  gli	  effetti	  di	  alcuni	  dei	  farmaci	  sono	  
stati	  studiati	  in	  animali	  da	  laboratorio,	  e	  in	  misura	  minore,	  nell’uomo.	  Alcuni	  di	  
questi	   studi	   hanno	   portato	   all’ottenimento	   di	   risultati	   contrastanti	   anche	   a	  
causa	   di	   possibili	   danni	   a	   carico	   degli	   eritrociti	   modificati	   che	   ne	   potrebbero	  
avere	   compromesso	   la	   biocompatibilità,	   o	   potrebbero	   averne	   portato	   a	   una	  
eterogeneità	  del	  campione.	  
Comunque,	   nell’ultimo	   decennio	   sono	   stati	   fatti	   numerosi	   progressi	  
tecnologici,	   soprattutto	   nel	   campo	   della	   progettazione	   di	   apparati	   semi	  
automatici	   per	   la	   filtrazione	   del	   sangue,	   la	   separazione	   degli	   eritrociti,	   e	   il	  
trattamento	   con	   soluzioni	   ipotoniche	  basate	   sulla	  dialisi:	   questi	  miglioramenti	  
hanno	   portato	   all’inserimento	   all’interno	   di	   globuli	   rossi	   umani	   di	  
desametasone	  e	  prednisolone,	  così	  come	  oligonucleotidi	  e	  peptidi,	  producendo	  
quantitativi	   di	   eritrociti	   modificati	   sufficienti	   per	   l’utilizzo	   in	   pazienti	   umani.	  
Sulla	   base	   di	   questi	   sviluppi,	   diverse	   compagnie	   hanno	   iniziato	   lo	   sviluppo	  
industriale	  e	  la	  produzione	  su	  larga	  scala	  di	  eritrociti	  umani	  caricati	  di	  farmaco	  e	  
stanno	  promuovendone	  gli	  studi	  clinici.	  	  
Le	  strategie	  principali	  di	  rilascio	  prevedono	  la	  liberazione	  del	  farmaco	  dopo	  
fagocitosi	   nel	   sangue	   e	   nel	   RES	   (soprattutto	   a	   livello	   del	   fegato	   e	   della	  milza)	  
oppure	   una	   circolazione	   prolungata	   di	   eritrociti	   incorporanti	   diversi	   enzimi	  
detossificanti	  diverse	  sostanze	  presenti	  nel	  sangue.	  
	  
	  
Figura	   27.	   Esempi	   di	   siti	   terapeutici	   e	   bersagli	   accessibili	   per	   il	   rilascio	   intravascolare	  
utilizzando	  eritrociti.	  Gli	  eritrociti	  a	  circolazione	  prolungata	  hanno	  accesso	  e	  possono	  rillasciare	  
il	  loro	  carico	  nei	  bersagli	  in	  sangue	  includendo	  altre	  cellule	  sanguigne	  (linfociti,	  globuli	  bianchi	  
WBC)	   e	   agenti	   patogeni	   così	   come	   i	   batteri	   e	   le	   tossine,	   a	   siti	   di	   danno	   vascolare,	   di	   cellule	  
endoteliali	   (EC)	   giacenti	   sul	   lume	   vascolare,	   e	   a	   diversi	   componenti	   del	   sistema	  
reticoloendoteliale	  (RES),	  quali	  i	  macrofagi	  nel	  fegato	  e	  nella	  milza.	  	  
Figure 1. Examples of therapeutic sites and targets accessible for intravascular drug delivery using
RBC carriers
Large, long-circulating RBC have an access and can deliver their cargo to targets in blood,
including other blood cells (lymphocytes, white blood cells WBC), and pathogenic agents such
as bacteria and toxins, to sites of vascular injury and endothelial cells lining vascular lumen
(EC), and to diverse components of reticuloendothelial system (RES), such as macrophages in
liver and spleen.
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Farmaci	  coniugati	  sulla	  superficie	  di	  globuli	  rossi	  
Coniugare	   sostanze	   biologicamente	   attive	   alla	   superficie	   degli	   eritrociti	   è	  
una	   valida	   alternativaalla	   strategia	   dell’incorporazione	   considerata	   nel	  
paragrafo	   precedente.	   La	  membrana	   degli	   eritrociti	   costituisce	   un’ampia	   area	  
superficiale	  che	  può	  essere	  usata	  per	  l’ancoraggio	  di	  copie	  multiple	  di	  proteine	  
o	  altre	  molecole.	  L’impossibilità	  di	  isolare	  il	  farmaco	  dal	  sangue	  rappresenta	  lo	  
svantaggio	  scontato	  di	  questa	  tecnica	  rispetto	  all’incapsulamento.	  Questo	  fatto	  
smette	  di	  essere	  uno	  svantaggio	  nel	  momento	  in	  cui	  si	   lavora	  con	  farmaci	  che	  
devono	   agire	   nel	   flusso	   sanguigno.	   Inoltre,	   l’utilizzo	   di	   formulazioni	   di	   pro-­‐
farmaci	   resistenti	   agli	   inibitori	   dell’ambiente	   plasmatico	   rappresenta	   una	  
possibilità	   di	   risolvere	   il	   problema	   associato	   con	   la	   prematura	   inattivazione	   e	  
con	  gli	  effetti	  collaterali	  nel	  circolo.	  	  
Il	   vantaggio	   di	   questa	   procedura	   risiede	   invece	   nell’evitare	   danni	   agli	  
eritrociti,	  evento	  che	  si	  può	  verificare	  nelle	  procedure	  di	   incapsulazione,	   si	  ha	  
dunque	   un	   vantaggio	   teorico	   nel	   caricamento	   del	   farmaco	   senza	   intaccare	   la	  
biocompatibilità	  degli	  eritrociti.	  Inoltre,	  la	  coniugazione	  superficiale	  dei	  farmaci	  
porta	   al	   superamento	   di	   problemi	   relativi	   al	   rilascio	   del	   farmaco	   (sono	   stati	  
proposti	   approcci	   per	   innescare	   il	   rilascio	   del	   farmaco	   sfruttando	   la	   lisi	  
controllata	  a	  carico	  del	  complemento,	  ma	  in	  senso	  pratico	  il	  rilascio	  controllato	  
di	   farmaco	   rimane	   un	   obiettivo	   non	   pienamente	   raggiunto).	   È	   degno	   di	   nota	  
che	   la	  coniugazione	  sulla	  superficie	  degli	  eritrociti	   risolve	  parecchi	  problemi	  di	  
diffusione:	  perfino	  enzimi	  che	  reagiscono	  con	  substrati	  piccoli	  e	  permeabili	  alla	  
membranasono	   più	   attivi	   se	   legati	   alla	   superficie	   piuttosto	   che	   inseriti	  
all’interno	  della	   cellula.	   Inoltre,	   la	   coniugazione	  superficiale	  offre	   la	  possibilità	  
unica	   di	   caricare	   farmaci	   sugli	   eritrociti	   circolanti	   senza	   la	   necessità	  
tecnicamente	  e	  logisticamente	  impegnativa	  di	  isolare	  gli	  eritrociti,	  modificarli,	  e	  
poi	  infonderli	  nuovamente	  nel	  circolo.	  
In	   senso	   generale,	   le	   tecniche	   per	   l’accoppiamento	   di	   diverse	  
molecolesonostate	  progettate	  negli	  anni	  cinquanta,	  nel	  processo	  di	  sviluppo	  di	  
reagenti	   che	   contrastassero	   la	   reazione	   immunologica	   dell’agglutinazione.	  
Numerosi	   agenti	   per	   il	   cross	   linking	   e	   diverse	   procedure	   sono	   stati	   applicati	  
nella	   coniugazione	  delle	  proteine	  o	  di	   altre	  molecole	   sugli	   eritrociti	   di	   diverse	  
specie,	   compreso	   l’uomo.	   Studi	   successivi	   hanno	   dimostrato	   che	   queste	  
metodiche	   di	   coniugazione	   danneggiano	   la	   membrana	   degli	   eritrociti,	  
riducendone	   la	   plasticità,	   la	   resistenza	   agli	   agenti	   litici	   e	   la	   biocompatibilità.	  
Tuttavia	   di	   recente	   sono	   stati	   proposti	   metodi	   efficaci	   per	   la	   coniugazione	  
biocompatibile.	  
Diverse	   strategie	   pratiche	   sono	   state	   proposte	   per	   l’accoppiamento	   di	  
farmaci	   alla	   superficie	   degli	   eritrociti	   negli	   ultimi	   20	   anni,	   queste	   strategie	  
possono	  essere	  divise	  in	  tre	  larghe	  categorie	  (figura	  28):	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1. accoppiamento(covalente	   o	   non	   covalente)	   chimico	   di	   agenti	   alla	  
superficie	  della	  membrana	  	  
2. accoppiamento	   alla	  membrana	   degli	   eritrociti	   di	   un	   recettore	   che	  
leghi	  un	  agente	  terapeutico	  (e	  in	  alcuni	  casi	  ne	  sinergizzi	  l’efficacia)	  
3. coniugazione	   di	   farmaci	   a	   ligandi	   per	   affinità	   (anticorpi	   o	   loro	  
frammenti)	   che	   legano	   gli	   eritrociti,	   questa	   strategia	   permette	   di	  
effettuare	  la	  coniugazione	  iniettando	  direttamente	  questi	  coniugati	  
nel	  flusso	  sanguigno.	  
Farmaci	  testati	  con	  questo	  ultimo	  sistema	  appartengono	  alle	  categorie	  di	  
1. anticorpi	  e	  antigeni	  
2. ligandi	   di	   affinità	   per	   la	   coniugazione	   e	   l’eliminazione	   di	   patogeni	  
circolanti	  
3. proteine	  che	  regolano	  il	  sistema	  del	  complemento	  
4. proteine	   che	   controllano	   la	   formazione	   e	   la	   dissoluzione	   di	  
aggregati	  sanguigni.	  
	  
	  
	  
Figura	  28.	   Strategie	  per	   l’accoppiamento	  di	   agenti	   terapeutici	   ai	   globuli	   rossi:	   in	   figura	  è	  
riportato	   l’esempio	   per	   l’attivatore	   del	   plasminogeno	   PA.(A)	   Accoppiamento	   diretto	   del	  
farmaco	   agli	   eritrociti	   utilizzando	   delle	   strategie	   di	   legame	   covalenti	   o	   non	   covalenti:	   è	   il	  
paradigma	  prototipo	  che	  prevede	  modifiche	  di	  globuli	  rossi	   isolati	  seguiti	  da	  ri-­‐perfusione	  nel	  
paziente.(B)	  Legame	  non	  covalente	  del	   farmaco	  al	  suo	  recettore	   	  coniugato	  agli	  eritrociti	  può	  
portare	   a	   un	   ancoraggio	   più	   fisiologico	   di	   alcuni	   composti	   e	   può	   provvedere	   a	   un’ulteriore	  
modalità	   di	   regolazione	   del	   funzionamento.	   (C)	   Coniugazione	   di	   un	   farmaco	   con	   frammenti	  
anticorpali	   che	   si	   legano	  agli	   eritrociti,	   si	   evitano	   in	  questo	  modo	  manipolazioni	   “ex	   vivo”,	   si	  
facilita	  la	  somministrazione	  e	  il	  dosaggio,	  aumentandone	  la	  flessibilità	  clinica.	  
	  
	  
	   	  
Figure 2. Strategies for coupling therapeutic agents to RBC surface
This schema uses plasminogen activators (PA, see section 3.5) to illustrate methods for
coupling drugs to RBC, yet these principles are applicable to a wide variety of therapeutics.
A. Direct coupling of drugs (PA) to RBC using covalent or non-covalent cross-linking agents
is a prototype paradigm that involves modification of isolated or donor RBC followed by
infusion in a patient. This paradigm is especia ly attractive for pursuing PEG-stealth RBC
approach (Section 3.2). B. Non-covalent binding of a drug to its receptor conjugated to RBC
may provide a more physiological anchorage some biotherapeutics and provide an additional
modality for functional regulation of their activity (see an example of coupling urokinase uPA
to its receptor suPAR coupled to RBC in Section 3.5.4). C. Conjugation of a drug with
fragments of antibodies binding to RBC avoids ex vivo manipulations with RBC, eases
administration and dosing, enhancing clinical feasibility (Sections 3.4 and 3.5.4).
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Ribozima	  e	  veicolo	  policationico:	  strategia	  di	  silenziamento	  genico	  per	  
lo	  studio	  delle	  conseguenze	  indotte	  nelle	  VSMC	  dalla	  stimolazione	  con	  
PDGF	  
	  
Progettazione	  del	  ribozima	  hammerhead:	  studio	  teorico	  
L’applicazione	   dei	   ribozimi	   hammerhead	   come	   strumenti	   attivi	   “in-­‐trans”	  
per	   scopi	   diagnostici,	   terapeutici	   o	   biosensoristici	   è	   stata	   rallentata	   dalla	  
difficoltà	   nell’ottenimento	   di	   molecole	   che	   siano	   cataliticamente	   attive.	   La	  
scelta	   della	   tripletta	   NUH	   contro	   cui	   il	   motivo	   catalitico	   del	   ribozima	   deve	  
essere	  direzionato	  è	  il	  problema	  principale	  da	  affrontare	  e	  risolvere.	  Per	  questo	  
motivo,	   da	   quando	   ne	   è	   stata	   scoperta	   l’attività	   catalitica	   “in-­‐trans”	   diversi	  
gruppi	  hanno	  studiato	  la	  questione,	  sia	  con	  approcci	  di	  tipo	  sperimentale	  che	  di	  
tipo	  teorico.	  
Le	  procedure	  sperimentali	   si	   sono	  servite	   sia	  di	   saggi	  molecolari	   “in	  vitro”	  
che	  di	  sistemi	  biologici	  intatti	  che	  tengano	  quindi	  in	  considerazione	  l’ambiente	  
biologico	   e	   le	   numerose	   interazioni	   molecolari.	   Tali	   procedure	   si	   possono	  
dividere	   in	   due	   categorie:	   quelle	   basate	   su	   una	  moltitudine	   di	   oligonucleotidi	  
definiti	   e	   quelle	   basate	   sulla	   chimica	   combinatoria.	   Il	   primo	   approccio	  mira	   a	  
identificare	   l’accessibilità	   delle	   zone	   di	   taglio	   attraverso	   l’utilizzo	   di	  
oligonucleotidi	  antisenso.	  Invece,	  il	  secondo	  approccio	  sfrutta	  le	  tecniche	  della	  
chimica	   combinatoria:	   si	   ottiene	   un	   ristretto	   gruppo	   di	   ribozimi	   candidati	   a	  
partire	   da	   un	   insieme	   più	   grande	   di	  molecole	   oligonucleotidiche.	   Tutti	   questi	  
sistemi	   sono	   impegnativi	   sia	   dal	   punto	   di	   vista	   dell’impiego	   di	   tempo	   che	   dal	  
punto	  di	  vista	  economico,	  e	  benché	  siano	  in	  grado	  di	  fornire	  ribozimi	  attivi	  sono	  
svantaggiosi	   soprattutto	   per	   gli	   approcci	   sperimentali	   che	   richiedono	   l’analisi	  
contemporanea	  di	  diversi	  geni	  caratteristici	  di	  uno	  specifico	  fenotipo.	  
Le	   procedure	   teoriche	   invece	   si	   basano	   sull’analisi	   computazionale	   per	  
ottenere	   strutture	   le	   cui	   caratteristiche	   incontrano	   i	   requisiti	   per	   essere	  
effettivamente	   colpite	   dai	   ribozimi.	   Il	   nocciolo	   dell’analisi	   di	   tipo	   predittivo	   è	  
l’analisi	   dell’RNA	   bersaglio,	   e	   soprattutto	   della	   sua	   strutturazione.	   Questo	   è	  
infatti	  il	  maggior	  problema	  da	  risolvere	  e	  implica	  l’identificazione	  di	  una	  serie	  di	  
strutture	  ottimali.	  
Mfold,	  proposto	  da	  Zucker	  nel	  1989,	  è	  stato	  il	  primo	  algoritmo	  sviluppato,	  
ed	   è	   basato	   sulla	   termodinamica	   dei	  motivi	   strutturali	   dell’RNA,	   e	   include	   gli	  
appaiamenti	   fra	   basi	   che	   formano	   gli	   “stem”,	   così	   come	   considera	   i	   “loop”.	  
Fornisce	   l’identificazione	   della	   minima	   energia	   libera	   (MFE	   Minimum	   Free	  
Energy)	   della	   struttura	   ottimale,	   e	   per	   la	   struttura	   sub-­‐ottimale	   seleziona	   un	  
intervallo	  di	  deviazione	  dalla	  MFE.	  
Un	   approccio	   successivo	   è	   stato	   proposto	   da	   McCaskill	   sulla	   base	   della	  
funzione	   dell’equilibrio	   di	   partizione.	   Permette	   l’identificazione	   di	   tutte	   le	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possibili	   combinazioni	   delle	   conformazioni	   strutturali	   cercando	   il	   più	   largo	  
numero	  di	  appaiamenti	  possibili	  fra	  basi.	  Questo	  approccio	  evita	  le	  imprecisioni	  
nel	   calcolo	  delle	  energie	   che	   sono	   invece	  presenti	  nell’elaborazione	  di	  MFold,	  
soprattutto	   per	   i	   loop,	   e	   permette	   di	   identificare	   una	   struttura	   limite	   con	   il	  
massimo	   numero	   di	   basi	   appaiate.	   Questa	   struttura	   corrisponde	  
concettualmente	  a	  quanto	  visto	  prima	  per	   il	  MFE	   se	   considerato	   come	  quello	  
con	   minore	   energia	   libera.	   Comunque	   la	   struttura	   limite,	   ottenuta	   come	  
funzione	   di	   partizione,	   può	   non	   corrispondere	   a	   quella	   ottenuta	   con	   la	   MFE	  
calcolata	  con	  l’approccio	  termodinamico	  perché	  quest’ultima	  dipende	  da	  quali	  
parametri	  energetici	  sono	  stati	  utilizzati.	  
Più	   di	   recente	   è	   stato	  proposto	  un	  metodo	  unificato“Unified	  Nucleic	  Acid	  
Folding	   –	   UNAFold”.	   Si	   tratta	   di	   un	   software,	   dove	   una	   differente	   gamma	   di	  
programmi	   per	   la	   strutturazione	   dell’RNA	   vengono	   forniti	   in	   un’unica	  
collezione,	  permettendo	  così	   la	  predizione	  della	  struttura	  secondaria	  di	  RNA	  e	  
DNA.	  
	  
Progettazione	  del	  ribozima	  hammerhead:	  risultati	  e	  discussione	  
Nel	   nostro	   gruppo	   [Mercatanti	   et	   al.,	   2012]	   è	   stato	   sviluppato	   uno	  
strumento	   informatico	   “open	   access”	   chiamato	   ALADDIN	   “SeArch	   computing	  
tooL	   for	   hAmmerheaD	   ribozyme	   DesIgN”	   specifico	   per	   la	   progettazione	   dei	  
ribozimi	  hammerhead	  di	  tipo	  minimal.	  Questo	  strumento	  è	  un’evoluzione	  di	  un	  
sistema	   presentato	   nel	   2007,	   sempre	   da	   Mercatanti	   et	   al.	   E’	   in	   grado	   di	  
identificare	   automaticamente	   tutte	   le	   triplette	   canoniche	   NUH	   (dove	   N	   sono	  
tutti	  i	  nucleotidi,	  U	  è	  l’uracile,	  H	  sono	  tutti	  i	  nucleotidi	  tranne	  la	  guanina)	  sede	  
della	   scissione	   catalitica	   presenti	   nella	   sequenza	   dell’RNA	   bersaglio	   da	  
silenziare,	  e	  identifica	  in	  automatico	  tutte	  le	  sequenze	  bersaglio	  che	  includono	  
le	   sequenze	   fiancheggianti.	   In	   seguito,	   è	   avviata	   l’applicazione	   del	   pacchetto	  
“UNAFold”.	  Sfruttando	  questi	  dati,	  ALADDIN	  è	  in	  grado	  di	  predire	  l’accessibilità	  
di	   ogni	   sito	   bersaglio	   in	   accordo	   con	   la	   struttura	   secondaria	   teorica.	   Infine,	   il	  
programma	   fornisce	   le	   sequenze	   dei	   ribozimi	   hammerhead	   ipoteticamente	  
attivi	  e	  ne	  calcola	  la	  struttura	  secondaria	  ottimale.	  	  
Il	  sistema	  proposto	  è	  semplice,	  economico	  e	  veloce	  ed	  è	  in	  grado	  di	  fornire	  
un	  ristretto	  numero	  di	  strutture	  ipoteticamente	  attive.	  
Il	   limite	  ovvio,	  e	  condiviso	  da	  tutti	  gli	  approcci	  di	  tipo	  teorico,	  riguarda	  per	  
l’appunto	   la	   natura	   ipotetica	   degli	   studi	   strutturali,	   cosicché	   è	   impossibile	  
garantire	   l’effettivo	   comportamento	   “in	   vivo”	   del	   ribozima	   risultante.	   Di	  
conseguenza	   i	   ribozimi	   hammerhead	   suggeriti	   devono	   essere	   sintetizzati	   e	  
sperimentalmente	  testati	  in	  appropriati	  sistemi	  biologici.	  
I	  punti	  critici	  presi	   in	  esame	  da	  questo	  strumento	  di	  progettazione	  sono	  in	  
seguito	  spiegati	  in	  modo	  dettagliato.	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Rilevamento	  dei	  siti	  di	  taglio	  NUH	  nella	  sequenza	  bersaglio	  
E’	   il	   primo	   passo,	   quello	   che	   permette	   di	   identificare	   il	   ricorrere	   delle	  
triplette	   nucleotidiche	   NUH	   dove	   N=qualsiasi	   nucleotide	   e	   H=	   A,	   C	   o	   U	   in	  
accordo	  con	  il	  codice	  IUB.	  
	   !!"##$%& =    !,!,!   !"#$  ! ∈    !,!,!,!   !  !   ∈    !,!,! 	  
	  
Il	   sito	   di	   taglio	   è	   rintracciato	   dunque	   come	   facente	   parte	   al	   seguente	  
gruppo:	  
	  !"!,!"#,!"",!"#,!"!,!"",!"#,!"#,!"",!!",!!",!!! 	  
	  
Definizione	  delle	  porzioni	  di	  legami	  fiancheggianti	  I	  siti	  NUH	  
Questo	  passaggio	  è	  utile	  per	  definire	  la	   lunghezza	  delle	  porzioni	  di	   legame	  
fiancheggianti	  i	  siti	  NUH.	  	  
Si	  considera:	   !!!   ∈        !,!,!,! , ! = 1,2,… , !	  !!!!   ∈        !,!,!,! , ! = 1,2,… ,!	  
	  
Dove	  n	  e	  m	  indicano	  rispettivamente	  le	  lunghezze	  a	  valle	  e	  a	  monte	  del	  sito	  
di	  legame.	  	  
Dunque	  ! !,!,! =    !!!,!!! ,… ,!!!   ∪      !,!,!   ∪    !!!!,!!!!,… ,!!!! 	  
	  
saranno	   le	  sottosequenze	  contenenti	   la	  sequenza	  rintracciata	  {N,	  U,	  H}.	  Di	  
conseguenza:	  	  
	   !!"#$ = !!!,!!! ,… ,!!! ∪      !,! 	  !!"#!! = !!!!,!!!!,… ,!!!! 	  
	  
saranno	  le	  sequenze	  fiancheggianti	  il	  sito	  di	  taglio.	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Valutazione	  energetica	  degli	  elementi	  di	  legame	  fiancheggianti	  il	  sito	  
NUH	  
La	   valutazione	   energetica	   degli	   elementi	   di	   legame	   è	   necessaria	   per	   stabilire	  
quali	  elementi	  siano	  appropriati	  per	  il	  corretto	  legame	  con	  l’mRNA	  bersaglio.	  
La	  definizione	  delle	  sequenze	  fiancheggianti	  è	  basata	  sul	  calcolo	  computazione	  
delle	   energie	   di	   appaiamento	   ΔGleft	   e	   ΔGright.	   Questa	   analisi	   è	   effettuata	  
applicando	   l’algoritmo	  “Nearest	  Neighbor	  Nucleotide”e	   le	   sue	  evoluzioni.	  Tale	  
algoritmo	   calcola	   il	   singolo	   contributo	   all’energia	   libera	   delle	   coppie	   di	  
nucleotide	  adiacenti	  in	  condizioni	  standard	  (25°C,	  1	  atm).	  
Dunque	  
	   ∆!!  !,!!! =   !∆!(!!  ,!!!!    )	  
	  
sarà	   il	   contributo	   all’energia	   libera	   basata	   sul	   contributo	   relativo	   alle	  
posizioni	  dei	  nucleotidi	  Ni	  andNi+1.	  
Dunque	  ∆!!"#$ = ∆!!!,!! +   ∆!!!,!! +   …+   ∆!!!!!,!! +   ∆!!!,!! +   ∆!!,! , = ⋯= !∆!   !!!,!!!!! + !∆!   !!! ,! +   !∆!   !,!!!!!!! 	  
	  
∆!!"#!! = ∆!!!,!!! +   ∆!!!,!!! +   …+   ∆!!!!!,!  !! = !∆!   !!!!,!!!!!!!!!!!! 	  
	  
sarà	  l’energia	  libera	  delle	  sequenze	  fiancheggianti	  attorno	  al	  sito	  di	  taglio.	  	  
I	   limiti	   imposti	   per	   la	   scelta	  delle	   regioni	   fiancheggianti	   devono	   seguire	   le	  
seguenti	  regole	  
	   −10!"#$/!"# ≤        ∆!!"#$ ,∆!!"#!!   ≤ 15  !"#$/!"#	  ∆!!!"# −   ∆!!"#!!   ≤ 1.2  !"#$/!"#	  
	  
I	  valori	  scelti	  assicurano	  una	  condizione	  energetica	  capace	  di	  consentire	  un	  
legame	  bilanciato.	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Accessibilità	  delle	  sequenze	  bersaglio	  
Il	  passaggio	  successivo	  riguarda	  la	  scelta	  delle	  sequenze	  bersaglio,	  definite	  
come	  l’esatto	  segmento	  di	  RNA	  bersaglio	  che	  include	  sia	  gli	  elementi	  di	  legame	  
che	  la	  tripletta	  di	  taglio	  NUH.	  	  
Il	   sistema	   ALADDIN	   accede	   in	  modo	   automatico	   al	   programma	   predittivo	  
“UNAFold”,	   un	   algoritmo	   computazionale	   implementato	   per	   ottenere	   un	  
insieme	   significativo	  di	   strutture	   secondarie	  ottimali	   e	   sub-­‐ottimali	   in	   accordo	  
con	   la	   probabilità	   di	   Boltzmann:	   il	   loro	   indice	   di	   accessibilità	   può	   così	   essere	  
calcolato	  per	  ogni	  singola	  sequenza	  bersaglio.	  
I	  dati	  forniti	  dal	  programma	  UNAFold	  riguardano	  strutture	  la	  cui	  probabilità	  
di	  formazione	  è	  molto	  simile.	  Nell’approccio	  di	  ALADDIN,	  questi	  dati	  strutturali	  
sono	   corretti	   per	   la	   distribuzione	   di	   Boltzmann,	   che	   rende	   conto	   del	   peso	  
relativo	  dei	  dati	  forniti.	  
I	   file	  con	  i	  dati	  principali	  contengono	  due	  tipi	  di	   informazioni.	   I	  primi,	   i	   file	  
“ss-­‐count	  file”	  contengono	  le	  condizioni	  a	  singolo	  filamento	  di	  ogni	  nucleotide	  
per	  ogni	   ripiegamento	   in	  accordo	  con	   la	  seguente	  relazione:	  posto	  ni	  come	  un	  
generico	  nucleotide,	  per	  1	  ≤	  I	  ≤	  SL	  dove	  SLI	  è	  la	  lunghezza	  della	  sequenza;	  allora	  
ss-­‐count(i)èil	   numero	   di	   volte	   che	   la	   base	  ni	  non	   è	   appaiata	   nell’insieme	  delle	  
strutture	  calcolate.	  
L’altra	  classe,	   i	  “ct	  file”	  contengono	  i	  dati	  per	  tutte	   le	  strutture	  secondarie	  
predette.	   Per	   ognuna,	   è	   riportata	   l’energia	   libera	   di	   formazione	   ΔG°,	   ed	   è	  
espressa	   in	  kcal/mole.	   Inoltre	  fornisce	   informazioni	  su	  come	  gli	  altri	  nucleotidi	  
nj	  sono	  appaiati	  con	  il	  nucleotide	  ni.	  
La	  collezione	  completa	  di	  strutture	  descrive	  l’interconversione	  dinamica	  fra	  
le	   strutture	  dell’mRNA,	  dove	  ciascuna	  geometria	   rappresenta	  un	  singolo	  stato	  
di	   transizione	   del	   processo	   globale.	   L’energia	   libera	   di	   formazione	   della	  
struttura	   data	   (ΔG°)	   è	   proporzionale	   al	   tempo	   di	   vita	   della	   geometria	  
conformazionale	   in	   esame,	   dove	   la	   più	   stabile	   è	   quella	   più	   persistente.	   In	  
generale,	   l’effettiva	   distribuzione	   delle	   molecule	   di	   mRNA	   fra	   le	   varie	   forme	  
strutturali	  è	  descritta	  dalla	  distribuzione	  di	  Boltzmamm,	  dalla	  quale	  può	  essere	  
calcolata	  la	  frazione	  xi	  	  di	  ogni	  struttura	  in	  accordo	  alla	  relazione	  	  !! = !!!!   = !!∆!!!"! 	  
dove	  Ni	  è	  il	  numero	  di	  molecole	  che	  assumono	  la	  struttura	  i,	  N0	  è	  il	  numero	  
totale	  di	  molecole,	  e	  Z	  è	  la	  funzione	  delle	  distribuzione	  di	  Boltzmann	  ! =    !!∆!!!"!!!! .	  
Il	   programma	  analizza	  ed	  assegna,	  nucleotide	  per	  nucleotide,	   il	   punteggio	  
degli	  eventi	  non	  appaiati	  fra	  le	  differenti	  strutture.	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Per	  ogni	  nucleotide	  n,	   il	  punteggio	  Un	  è	  calcolato	  in	  accordo	  alla	  seguente	  
relazione:	   U! =    (χ!!!!! P!  )	  
dove	  Pi	  sono	  le	  condizioni	  di	  appaiamento	  del	  nucleotide	  n	  all’interno	  della	  
struttura	  secondaria	  (Pi	  =1	  quando	  il	  nucleotide	  non	  è	  appaiato,	  Pi	  =0	  quando	  è	  
appaiato),	   χi	   è	   la	   frazione	   molare	   calcolata	   in	   accordo	   alla	   distribuzione	   di	  
Boltzmann,	  e	  S	  è	  il	  numero	  delle	  strutture	  totali.	  	  
La	   media	   dei	   punti	   lungo	   la	   sequenza	   L	   darà	   l’indice	   di	   accessibilità	  
“accessibility	  score”	  (AS),	  in	  accordo	  alla	  seguente	  relazione:	  	  
!" = !!  !!!!!   = ( (!! !
!∆!! !"! )!!!!!!!!   )! 	  
	  
Dove	  k	  è	  la	  costante	  di	  Boltzmann,	  T	  è	  la	  temperature	  assoluta	  del	  sistema	  
(in	   gradi	   °Kelvin),	  S	  è	   il	   numero	  delle	   strutture	   secondarie,	   e	   L	  è	   la	   lunghezza	  
della	  sequenza	  bersaglio	  espressa	  in	  numero	  di	  nucleotidi.	  
Dunque	   !"!,!!!,! = !!"(!!,!!!!!)	  
sarà	   la	   funzione	   per	   il	   calcolo	   dell’indice	   di	   accessibilità	   per	   una	   generica	  
sequenza.	  
	   !!,!!!!! =    !! ,!!!!,… ,!!!!!! 	  
di	  lunghezza	  l;	  dunque	   !"!"#$ = !!" !!"#$ 	  !"!"#!! = !!" !!"#!! 	  !"! !,!,! =   !!" ! !,!,! 	  
	  
sono	  i	  valori	  degli	  indici	  di	  accessibilità	  delle	  regioni	  fiancheggianti	  e	  di	  tutta	  
la	   regione	  bersaglio.	  AS  ! !,!,!   tiene	   conto	  della	   somma	   fra	   regione	  destra	   e	  
regione	  sinistra	  includendo	  il	  sito	  di	  taglio	  per	  la	  specifica	  tripletta	   !,!,! .	  
I	  valori	  scelti	  per	  la	  valutazione	  delle	  sequenze	  fiancheggianti	  sono	  	  !"!"#$ > 35.0e!"!"#!! > 35.0	  come	  primo	  filtro	  !" !,!,! ≥ 40.0	  come	  secondo	  filtro	  !"!"#$ − !"!"#!! ≤ 50.0	  come	  terzo	  filtro.	  
	  
Unicità	  di	  ogni	  sequenza	  bersaglio	  identificata	  
All’interno	  della	  sequenza	  di	  RNA	  bersaglio,	  vengono	  ricercate	  le	  eventuali	  
omologie	   ricorrenti	   delle	   porzioni	   di	   legame,	   e	   vengono	   scartate	   quando	   si	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ritrovano	  tre	  o	  più	  eventi.	  Un	  duplicato	  di	  ogni	   regione	  di	   legame	  è	  permesso	  
solo	  se	  l’indice	  di	  accessibilità	  è	  conforme	  alle	  regole	  descritte	  in	  seguito.	  	  
Deduzione	   della	   sequenza	   del	   ribozima	   hammerhead	   e	   analisi	  
conformazionale	  della	  struttura	  ottenuta	  
	  ALADDIN	   inserisce	   automaticamente	   la	   versione	   antisenso	   degli	   elementi	  
di	  legame	  e	  li	  collega	  direttamente	  alle	  porzioni	  conservate	  del	  sito	  catalitico	  e	  
del	  sito	  strutturale	  della	  sequenza	  del	  ribozima	  hammerhead	  
L’ultimo	   filtro,	   il	   quarto,	   è	   basato	   sulle	   caratteristiche	   strutturali	   della	  
sequenza	  del	  ribozima	  fornita	  da	  ALADDIN.	  
	  
Figura	   29	   Caratteristiche	   di	   un	   ribozima	   hammerhead	   che	   lega	   il	   proprio	   substrato	  
bersaglio.	   Nella	   sequenza	   del	   ribozima	   sono	   evidenziati	   i	   domini	   distintivi.	   NUH,	   all’interno	  
della	  molecola	   bersaglio,	   rappresenta	   il	   sito	  di	   taglio	   del	   ribozima.	   La	   freccia	   piccola	   indica	   il	  
punto	  esatto	  della	  scissione	  catalitica.	  Il	  sistema	  di	  numerazione	  è	  conforme	  a	  quello	  proposto	  
da	  Hertel	  et	  al.	  	  
	  
Per	   superare	   l’ultimo	   filtro,	   sono	   necessarie	   due	   caratteristiche	   che	  
derivano	  dalla	   rappresentazione	  schematica	  dell’intermedio	  catalitico	   formato	  
dal	  complesso	  fra	   il	  ribozima	  hammerhead	  e	   la	  sequenza	  bersaglio	  (figura	  29).	  
Prima	   di	   tutto,	   lo	   “stem”	   e	   il	   “loop”	   del	   dominio	   strutturale	   (stem-­‐loop	   II)	  
devono	   essere	   conformati	   correttamente,	   e	   poi,	   almeno	   quattro	   nucleotidi	  
all’estremità	   di	   ogni	   porzione	   di	   legame	   devono	   essere	   privi	   di	   qualsiasi	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appaiamento	  intra-­‐molecolare	  in	  modo	  da	  favorire	  al	  massimo	  il	  legame	  con	  la	  
porzione	  del	  bersaglio.	  	  
Il	   punteggio	  da	  0	  a	  1	  è	  assegnato	   in	  accordo	  alla	  possibilità	  dei	  nucleotidi	  
non	   facenti	   parte	   dello	   stem	   II	   di	   essere	   coinvolti	   in	   strutture	   secondarie.	   Il	  
punteggio	   1	   si	   ha	   quando	   tutti	   i	   nucleotidi	   sono	   liberi	   eccetto	   quelli	   coinvolti	  
nella	  formazione	  dello	  step	  II.	  
La	   sequenza	   di	   operazioni	   fin	   qui	   descritta	   è	   in	   grado	   di	   risolvere	  molti	   degli	  
aspetti	   cruciali	   e	   maggiormente	   problematici	   che	   si	   incontrano	   nella	  
progettazione	   dei	   ribozimi,	   ma	   non	   può	   prendere	   in	   considerazione	   altri	  
elementi.	   Per	   esempio,	   le	   interazioni	   terziarie,	   che	   formano	  motivi	   strutturali	  
coinvolti	   nell’arrangiamento	   tridimensionale	   delle	   molecole	   di	   RNA,	   non	  
possono	  essere	  prese	   in	  considerazione	  da	  questo	  strumento	  computazionale.	  
Comunque,	   poiché	   la	   struttura	   secondaria	   fornisce	   lo	   scheletro	   per	   le	  
interazioni	  terziarie,	  le	  cui	  energie	  sono	  comparabilmente	  trascurabili	  rispetto	  a	  
quelle	  della	   struttura	  secondaria,	   il	   coinvolgimento	  di	   interazioni	   terziarie	  può	  
essere	   trascurata	   in	   questa	   fase	   esplorativa.	   Una	   seconda	   e	   più	   importante	  
questione	   riguarda	   l’effettiva	   situazione	  delle	  molecole	  bersaglio	  di	  RNA	  nelle	  
cellule	  viventi.	   Infatti,	   l’mRNA	  può	  essere	  coinvolto	  in	  molte	  interazioni	  di	  tipo	  
RNA-­‐RNA	   e	   RNA-­‐proteina,	   e	   questo	   potrebbe	   mascherare	   il	   sito	   bersaglio	  
selezionato,	   impedendone	   l’accessibilità	   sia	   per	   ingombro	   sterico	   che	   a	   causa	  
delle	   strutturazioni	   alternative	   della	   molecola.	   Comunque,	   queste	   interazioni	  
non	   sono	   definitive	   ma	   sono	   sito	   e	   tempo	   dipendenti	   in	   risposta	   a	   diversi	  
segnali	   metabolici,	   così	   si	   possono	   immaginare	   situazioni	   temporanee	   ove	   la	  
sequenza	   è	   libera.	   Infine,	   gli	   RNA	   possono	   essere	   stoccati	   in	   diversi	  
compartimenti	   cellulari,	   e	   può	   essere	   necessario	   che	   i	   ribozimi	   vengano	  
appropriatamente	   direzionati	   (nuclear	   bodies,	   ecc..).	   Per	   quanto	   riguarda	   i	  
problemi	   riguardanti	   l’ambiente	   biologico,	   non	   si	   può	   pensare	   di	   risolverli	  
attraverso	   un	   unico	   approccio	   teorico	   e	   questo	   dunque	   rappresenta	   il	   limite	  
maggiore	  della	  strategia	  se	  si	  compara	  con	  un	  approccio	  di	   tipo	  sperimentale,	  
come	  proposto	   in	  precedenza.	  Nonostante	  queste	  criticità,	   l’approccio	   teorico	  
si	  è	  dimostrato	  molto	  efficace	  nel	  fornire	  ribozimi	  hammerhead	  minimal	  attivi.	  	  
	  
ALADDIN	  nel	  disegno	  del	   ribozima	  hammerhead	  diretto	  contro	   il	  PDGF-­‐
Rβ	  
	  
Lo	   strumento	   informatico	   “SeArch	   computing	   tooL	   for	   hAmmerheaD	  
ribozyme	   DesIgN	   –	   ALADDIN”	   è	   un	   software	   libero	   che,	   come	   detto	   in	  
precedenza,	  permette	  di	  progettare	  ribozimi	  hammerhead	  minimal.	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Permette	   l’identificazione	   di	   un	   numero	   ristretto	   di	   triplette	   NUH	  
potenzialmente	   corrette	   per	   il	   direzionamento	   di	   ribozimi	   hammerhead	   e	  
inoltre	  ne	  fornisce	  la	  struttura	  corretta.	  
L’utilizzo	   è	   semplice,	   veloce	   ed	   intuitivo.	   In	   seguito	   si	   descriverà	   come	  
esempio	   quello	   relativo	   al	   recettore	   per	   il	   PDGFR-­‐β	   poiché	   questo	   fattore	   è	  
stato	  il	  bersaglio	  sperimentale	  scelto	  e	  l’oggetto	  degli	  esperimenti	  effettuati	  nel	  
corso	  della	  presente	  tesi.	  
	  
ALADDIN:	  apertura	  e	   immissione	  della	   sequenza	   La	  prima	  operazione	  
consiste	  nell’apertura	  della	  pagina	  web	  all’indirizzo	  http://aladdin.ifc.cnr.it/	  
La	   sequenza	   può	   essere	   inserita	   in	   tre	   modalità	   differenti,	   nel	   riquadro	  
appropriato:	  
• Usando	  il	  codice	  di	  accesso	  NCBI	  	  
• Digitando	  o	  incollando	  la	  sequenza	  dell’mRNA	  da	  analizzare	  
• Caricando	  il	  file	  relativo	  alla	  sequenza	  in	  formato	  FASTA	  
Nel	  caso	  qui	  illustrato	  è	  stato	  utilizzato	  il	  codice	  di	  accesso	  della	  gene	  bank	  
di	  NCBI:	  AF347050S1	  relativo	  alla	  sequenza	  dell’mRNA	  di	  maiale	  che	  codifica	  il	  
recettore	  β	  per	  il	  PDGF	  
Dopo	  la	  sottomissione	  della	  sequenza,	  è	  attivata	  una	  schermata	  (figura	  30)	  
in	  cui	  viene	  presentato	  un	  sommario	  con	  le	  informazioni	  relative	  alla	  sequenza	  
di	  RNA	  bersaglio,	   tra	  cui	   il	  codice	  d’accesso	  NCBI,	   la	  descrizione	  del	  gene,	  e	   la	  
sequenza	  nucleotidica	  completa.	  
Forniti	   i	  dati	  relativi	  all’utente	  (nome	  e	  indirizzo	  e-­‐mail)	  si	  può	  inoltrare	  	   la	  
richiesta	  al	  programma.	  
Una	   volta	   completata	   l’analisi,	   il	   sistema	   invierà	   all’indirizzo	   e-­‐mail	  
dell’utente	   un	   link	   da	   cui	   è	   possibile	   scaricare	   la	   pagina	   contenente	   i	   risultati	  
dell’analisi.	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Figura	   30	   Schermata	   di	   immissione	   dei	   dati	   relativi	   alla	   sequenza	   da	   analizzare	   e	  
all’operatore.	  
	  
Interpretazione	  dei	  dati	  ottenuti	  
La	  pagina	  dei	  risultati	  presenta	  un	  sommario	  che,	  oltre	  ai	  dati	  della	  richiesta	  
fornisce	   i	   risultati	  con	  alcune	   informazioni	  riguardanti	  ogni	  sequenza	  bersaglio	  
ritenuta	  congrua	  per	  il	  taglio	  da	  parte	  dei	  ribozimi	  suggeriti	  (figura	  31).	  
La	  tabella	  dei	  risultati	  riporta:	  
1. La	  posizione	  delle	   triplette	  NUH	  selezionate	  all’interno	  della	   sequenza	  
dell’mRNA	  bersaglio.	  	  
Come	   visto	   in	   precedenza,	   il	   motivo	   catalitico	   dei	   ribozimi	   hammerhead	  
“trans-­‐acting”	  richiede	  il	  riconoscimento	  della	  semplice	  tripletta	  NUH,	  dove,	   in	  
accordo	  con	  il	  codice	  IUB	  dove	  N	  =	  tutti	  i	  nucleotidi	  e	  H	  =	  A,	  C	  o	  U.	  
Nell’esempio	  del	  PDGFR-­‐β	  il	  programma	  identifica	  numerose	  triplette	  NUH,	  
ma	  solo	  6	  sono	  ritenute	  valide	  come	  bersaglio.	  
Il	   numero	   della	   posizione	   (position	   number)	   riguarda	   la	   posizione	   del	  
nucleotide	  “N”	  della	  tripletta	  all’interno	  della	  sequenza	  di	  RNA.	  
2. Le	  sequenze	  del	  dominio	  di	  legame	  e	  dell’energia	  di	  legame	  in	  kcal/mol	  
per	  la	  regione	  di	  destra	  e	  di	  sinistra.	  
Dopo	   avere	   selezionato	   le	   triplette	   bersaglio,	   il	   programma	   seleziona	   due	  
corte	   porzioni	   di	   sequenze	   fiancheggianti,	   necessarie	   per	   il	   legame	   specifico	  
della	  molecola	  di	  ribozima.	  	  
Le	  sequenze	  sono	  selezionate	  sulla	  base	  delle	  migliori	  condizioni	  conosciute	  
per	   l’efficienza	  di	   taglio	  dei	   ribozimi	  hammerhead,	  considerando	   la	  specificità,	  
la	  stabilità	  di	  legame,	  e	  le	  compatibilità	  strutturali.	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La	   selezione	   degli	   elementi	   di	   legame	   dipende	   dalla	   termodinamica	   delle	  
loro	  energia	  di	  appaiamento	  fra	  basi:	  questo	  aspetto	  infatti	  condiziona	  la	  forza	  
di	   legame	   con	   la	   quale	   il	   ribozima	   legherà	   il	   proprio	   target.	   Infatti	   un	   legame	  
eccessivamente	   saldo	   potrebbe	   influenzare	   il	   rilascio	   dei	   prodotti	   di	   taglio,	  
mentre	   un	   legame	   debole	   potrebbe	   impedire	   l’instaurarsi	   della	   scissione	  
catalitica.	   L’energia	   ottimale	   per	   un	   appropriato	   appaiamento	   è	   quella	  
compresa	  nell’intervallo	  fra	  -­‐10	  e	  -­‐15	  kcal/mol	  per	  ciascuno	  delle	  due	  porzioni	  
di	  appaiamento.	  Inoltre,	  poiché	  le	  due	  porzioni	  che	  legano	  sono	  indipendenti,	  la	  
loro	   energia	   di	   legame	   deve	   essere	   bilanciata	   in	   modo	   da	   assicurare	   un	  
comportamento	   cinetico	   paragonabile.	   Le	   differenze	   fra	   le	   energie	   libere	   di	  
legame	   fra	   braccio	   destro	   e	   braccio	   sinistro	   non	   dovrebbero	   superare	   1.2	  
kcal/mol.	  
Questa	  selezione	  rappresenta	  il	  primo	  filtro	  del	  programma.	  	  
Se	  si	  guarda	  al	  nostro	  esempio,	  per	  la	  singola	  tripletta	  GUU	  nella	  posizione	  
288	  vengono	  fornite	  tre	  coppie	  utili	  di	  sequenze	  fiancheggianti	  le	  cui	  energie	  di	  
legame	   sono	   leggermente	   diverse	   ma	   sempre	   comprese	   fra-­‐10	   and	   -­‐15	  
kcal/mol.	  
	  
3. Indice	  di	  accessibilità	  
Il	   concetto	  di	   accessibilità	   è	   il	   principale	  punto	   critico	  per	   la	   selezione	  del	  
bersaglio.	   Infatti	   le	  molecole	   di	   RNA	   si	   strutturano	   in	  modo	   spontaneo	   su	   se	  
stesse	  attraverso	  l’appaiamento	  di	  porzioni	  complementari	  fra	  differenti	  regioni	  
all’interno	   della	   sequenza.	   Queste	   interazioni	   intra-­‐molecolari	   possono	  
combinarsi	   in	   svariati	   modi	   generando	   una	   serie	   di	   strutture	   secondarie	   con	  
differente	   stabilità	   e	   persistenza,	   a	   seconda	   delle	   loro	   energia	   libera	   di	  
formazione.	  Le	  regioni	  a	  singolo	  filamento	  sono	  direttamente	  esposte	  al	  legame	  
del	   ribozima	   e,	   in	   termini	   di	   bilancio	   energetico	   globale,	   sono	   migliori	   delle	  
porzioni	   a	   doppio	   filamento,	   parziale	   o	   totale,	   di	   RNA	   per	   le	   quali	   una	  
considerevole	  frazione	  di	  energia	  deve	  essere	  spesa	  per	  rompere	  le	  costrizioni	  
strutturali	  prima	  che	   il	   legame	  possa	  avvenire.	  Questo	  aspetto	  è	   intimamente	  
connesso	   alle	   cinetiche	   di	   legame	   e	   condiziona	   pesantemente	   l’efficacia	   dei	  
ribozimi.	  
Sulla	  base	  dell’algoritmo	  utilizzato,	  le	  regioni	  fiancheggianti	  sono	  oggetto	  di	  
valutazione.	  Il	  sito	  bersaglio	  può	  essere	  selezionato,	  infatti,	  solo	  se	  si	  rispettano	  
le	  seguenti	  condizioni:	  	  
	   !"!"#$ > 35.0  e  !"!"#!! > 35.0	  (primo	  filtro)	  !" !,!,! ≥ 40.0	  (secondo	  filtro)	  !"!"#$ − !"!"#!! ≤ 50.0	  (terzo	  filtro)	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La	  valutazione	  dell’indice	  di	  accessibilità	  AS	  è	  applicata	  automaticamente	  al	  
sito	   di	   legame	   delle	   triplette	   che	   hanno	   passato	   la	   prima	   selezione	   descritta	  
sopra	  (!" !,!,! = 40%).	  Un’ulteriore	  rifinitura	  del	  dato	  porta	  a	  scartare	  tutte	  
le	  regioni	  bersaglio	  che,	  nonostante	  un	  AS	  superiore	  alla	  soglia,	  presentano	  un	  
elevato	   sbilanciamento	   fra	   l’accessibilita	   dei	   segmenti	   a	   monte	   e	   a	   valle	  
(∆!" < 50% 	  terzo	   filtro).	   Uno	   sbilanciamento	   superiore	   al	   50%	   è	   infatti	  
correlabile	  ad	  una	  struttura	  	  dotata	  di	  una	  certa	  rigidità.	  	  
Tornando	  al	  caso	  del	  recettore	  per	  il	  PDGFβ,	  nella	  posizione	  288	  la	  tripletta	  
GUU	  mostra	   tre	  possibili	   risultati	   sulla	  base	  di	   tre	  possibili	   combinazioni	   delle	  
regioni	  fiancheggianti.	  
Il	   risultato	  numero	  2	  mostra	  un	   indice	  di	  accessibilità	  di	  66,3%	  a	  sinistra	  e	  
78,9%	  a	  destra,	  che	  è	  più	  bilanciato	  del	  risultato	  numero	  1,	  la	  cui	  accessibilità	  è	  
del	  60,7%	  a	  sinistra,	  e	  del	  78,9%	  a	  destra.	  
	  
4. Unicità	  della	  sequenza	  
Questo	   aspetto	   è	   cruciale	   nel	   condizionare	   la	   specificità	   del	   ribozima.	   A	  
questo	   scopo	   lo	   studio	   è	   stato	   eseguito	   lungo	   tutta	   la	   sequenza	   di	   RNA,	  
prestando	  attenzione	  alle	  ricorrenze	  (parziali	  o	  totali)	  degli	  elementi	  di	  legame.	  	  
Le	   sotto	   sequenze	   relative	   alle	   porzioni	   di	   legame	  dei	   ribozimi	   selezionati	  
vengono	   confrontate	   lungo	   tutta	   la	   molecola	   di	   RNA	   e	   scartate	   quando	   si	  
rintracciano	   tre	   o	   più	   ricorrenze.	   Se	   le	   ricorrenze	   sono	   invece	   due,	   vengono	  
entrambe	   accettate	   se	   l’indice	   di	   accessibilità	   rispetta	   le	   regole	   viste	   in	  
precedenza.	  
Nel	   caso	   qui	   riportato,	   il	   risultato	   4	   relativo	   alla	   tripletta	   CUU	   nella	  
posizione	   462	   mostra,	   per	   la	   porzione	   destra,	   una	   seconda	   possibilità	   nella	  
posizione	  660	  il	  cui	  appaiamento	  è	  caratterizzato	  da	  un	  indice	  di	  accessibilità	  di	  
33,7%.	   Tale	   valore	  è	  piuttosto	  alto	  e	  non	   certo	   trascurabile,	   e	  questo	  porta	   a	  
scartare	  questa	  possibilità.	  
5. Sequenza	   nucleotidica	   finale	   del	   ribozima	   con	   corrispondente	   valore	  
dell’energia	  di	  strutturazione	  in	  kcal/mol.	  
Questo	   è	   un	   passaggio	   che	   permette	   di	   ottenere	   un	   ribozima	   specifico	  
correlato	   con	   una	   specifica	   sequenza	   bersaglio.	   La	   sequenza	   è	   ottenuta	  
automaticamente	  dalla	   semplice	  aggiunta	  degli	   elementi	  di	   legame,	  nella	   loro	  
versione	   antisenso,	   alle	   due	   estremità	   terminali	   della	   sequenza	   canonica	   dei	  
ribozimi	  hammerhead.	  
Per	  esempio,	   la	  struttura	  del	  ribozima	  contro	   la	  tripletta	  GUU	  in	  posizione	  
288	   contro	   l’mRNA	   	   del	   recettore	   per	   il	   PDGF	  β	   (risultato	   2)	   è	   formato	   dalla	  
versione	   antisenso	   delle	   porzioni	   di	   legame,	   a	   destra	   UCCUUG	   e	   a	   sinistra	  
ACCAUAU.	   Queste	   due	   sequenze	   sono	   connesse	   alla	   regione	   conservata	   del	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ribozima	   hammerhead	   canonico	   minimo,	   composto	   dal	   dominio	   strutturale	  
stem-­‐loop	  II	  GGCCGAAAGGCC	  e	  dai	  domini	  catalitici	  CUGAUGA	  e	  GAA.	  
6. Punteggio	  strutturale	  
Questo	   indice,	   che	   va	   da	   0	   a	   1,	   fornisce	   informazioni	   riguardo	   al	  
ripiegamento	   secondario	   atteso	   per	   il	   ribozima.	   Il	   massimo	   valore	   di	   1,	  
rappresenta	   una	   conformazione	   finale	   appropriata	   coerente	   con	   la	   massima	  
disponibilità	  per	  il	  legame	  e	  la	  catalisi	  (figura	  62).	  
Gli	   studi	   computazionali	   sulla	   probabile	   conformazione	   dei	   ribozimi	   sono	  
ottenuti	  applicando	  l’algoritmo	  UNAfold	  alle	  sequenze	  dei	  ribozimi	  desunte	  dal	  
metodo.	  Questo	  tipo	  di	  analisi	  fornisce	  un	  filtro	  finale,	   il	  quarto,	  che	  permette	  
di	   discriminare	   le	   molecole	   strutturate	   correttamente	   da	   quelle	   coinvolte	   in	  
altre	  interazioni	  molecolari.	  	  
Il	   risultato	   numero	   2	   (figura	   34)	   è	   un	   esempio	   esemplificativo	   di	   una	  
struttura	   secondaria	   ipoteticamente	   corretta,	   è,	   infatti,	   caratterizzata	   da	  
punteggio	   1.	   Questa	   rappresentazione	   della	   strutturazione	   della	   molecola,	  
corrisponde	  al	  ribozima	  contro	  la	  tripletta	  GUU	  in	  posizione	  288,	  le	  cui	  porzioni	  
di	   legame	   risultano	   essere	   libere	   da	   interazione	   intra-­‐molecolari,	   e	   sono	  
dunque	   capaci,	   in	   linea	   teorica,	   di	   legare	   liberamente	   la	   molecola	   di	   mRNA	  
bersaglio.	   Il	   core	   catalitico	   inoltre	   non	   è	   coinvolto	   in	   interazioni	   terziarie	   e	   il	  
dominio	  strutturale	  è	  conformato	  correttamente.	  
La	  struttura	  relativa	  al	  risultato	  4	  mostra	  invece	  un	  indice	  di	  0,84	  (figura	  32)	  
dovuto	   a	   un	   appaiamento	   intra-­‐molecolare	   che	   impedisce	   una	   corretta	  
strutturazione	  del	  ribozima.	  
Si	  possono	  avere	  anche	  valori	  ancora	  più	  bassi	  nel	  caso	  in	  cui	  una	  molecola	  
presenti	  strutture	  multiple	  con	  diversa	  energie	  libere.	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Figura	  31.	  Schermata	  con	  la	  tabella	  dei	  risultati	  e	  relativi	  dati	  di	  interesse.	  
	  
	  
Figura	  32.	  Struttura	  relativa	  al	  risultato	  numero	  4	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Figura	  33.	  Struttura	  relativa	  al	  risultato	  numero	  6	  
	  
	  
	  
Figura	  34	  Struttura	  relativa	  al	  risultato	  numero	  2	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Sintesi	  chimica	  di	  oligonucleotidi	  
La	  sequenza	  catalitica	  del	  ribozima	  “hammerhead”	  che	  è	  stata	  generata	  al	  
termine	   della	   fase	   di	   progettazione,	   è	   stata	   sintetizzata	   per	   via	   chimica	  
ricorrendo	  alla	  sintesi	  chimica	  degli	  acidi	  nucleici.	  
Gli	  oligonucleotidi	  di	  RNA	  sintetizzati	  sono	  stati:	  	  
• il	  ribozima	  “hammerhead”	  contro	  PDGFR-­‐βdi	  Sus	  scrofa	  GUU	  288	  
5’	  –	  UCC	  UUG	  CUG	  AUG	  AGG	  CCG	  AAA	  GGC	  CGA	  AAC	  CAU	  AU	  –	  3’	  
	  
• il	  ribozima	  “hammerhead”	  inattivo	  
5’	  –	  UCC	  UUG	  CUA	  AUG	  AGG	  CCG	  AAA	  GGC	  CGA	  AAC	  CAU	  AU	  –	  3’	  
	  
• La	   sequenza	   bersaglio	   dell’mRNA	   per	   PDGFR-­‐βdi	   Sus	   scrofa	  
contenente	   il	   sito	   di	   legame/scissione	   GUU	   288	   riconosciuto	   dal	  
ribozima	  “hammerhead”	  progettato.	  	  
5’-­‐	  GUC	  AUA	  UGG	  UUC	  AAG	  GAC	  AAC	  –	  3’	  
	  
La	   sintesi	   degli	   oligonucleotidi	   è	   stata	   realizzata	   mediante	   l’uso	   di	   un	  
sintetizzatore	  di	  acidi	  nucleici,	  che	  esegue	  cicli	  di	  sintesi	  in	  maniera	  automatica	  
e	   permette	   di	   ottenere	   molecole	   oligonucleotidiche	   a	   singolo	   filamento.	   La	  
sintesi	   avviene	   in	   fase	   solida,	   in	   condizioni	   anidre	   ed	   in	   atmosfera	   inerte	   di	  
Argon,	  sfruttando	  la	  chimica	  delle	  fosforoammiditi.	  
La	  strategia	  di	  sintesi	  prevede	   l’inserimento	  di	  un	  monomero	  alla	  volta	  ad	  
una	  catena	  crescente	  e	  procede	  in	  direzione	  3’-­‐5’,	  a	  differenza	  di	  quanto	  accade	  
in	   ambito	   biologico.	   I	   monomeri	   utilizzati	   sono	   β-­‐cianoetil	   fosforoammiditi,	  
caratterizzati	  dalla	  presenza	  di	  gruppi	  protettori	  sulle	  basi	  azotate,	  sull’atomo	  di	  
fosforo	   in	   posizione	   3’	   e	   sui	   gruppi	   idrossilici	   in	   posizione	   2’e	   5’.	   La	   struttura	  
generica	  è	  riportata	  in	  figura	  35.	  	  	  
• 	  
• 	  
Figura	  35	  Struttura	  di	  una	  generica	  fosforoammidite	  utilizzata	  nella	  sintesi	  di	  RNA.	  Oltre	  ai	  
gruppi	  protettori	  presenti	  sui	  gruppi	  aminici	  esociclici	  delle	  basi,	  sul	  fosforo	  in	  3’	  e	  sull’idrossile	  
in	   5’	   è	   presente	   un	   gruppo	   protettore	   sull’idrossile	   in	   posizione	   2’	   (il	   ter-­‐butil-­‐dimetilsilile,	  
TBDMS).	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3.2.2. Sintesi Chimica di RNA 
 
Nella sintesi per via chimica di RNA i monomeri utilizzati s n  costituiti da un nucleo 
ribonucleosidico e si differenziano da quelli impiegati nella sintesi di DNA per la presenza 
in posizione 2’ di un gruppo idrossilico opportunamente protetto da un gruppo ter-butil-
dimetilsilile (TBDMS) (Figura 38). 
 
 
Figura 38. Struttu a di una gen rica fosfor iidit  ili zata nella sintesi di RNA. Oltre ai gruppi 
protettori resenti sui gruppi aminici esociclici delle ba  sul fosf ro in 3’ e sull’idrossile in 5’ è 
presente un gruppo protett re sull’idrossile in posizi ne 2’ (il ter-butil-dimetilsi  TBDMS) che 
differenzia questi monomeri da quelli impiegati per la sintesi di DNA. 
 
Nel paragrafo 5 della parte introduttiva è stata esposta l’eventuale possibilità di introdurre 
nucleotidi modificati chimicamente nelle molecole di RNA sintetiche al fine di aumentare 
la resistenza alle ribonucleasi e quindi il tempo di emivita nell’ambiente biologico. 
Nonostante ciò la sintesi degli oligonuleotidi di RNA è stata effettuata utilizzando 
monomeri “naturali” che non presentavano stabilizzazioni di tipo chimico in alcuna 
posizione.  
Gli oligonucleotidi di RNA sintetizzati sono stati: 
- Il ribozima “hammerhead” contro PDGFR-! di Sus scrofa GUU 288 
5’ – UCC UUG CUG AUG AGG CCG AAA GGC CGA AAC CAU AU – 3’ 
 
- La sequenza bersaglio dell’mRNA per PDGFR-! di Sus scrofa contenente il sito di 
legame/scissione GUU 288 riconosciuto dal ribozima “hammerhead” progettato. 
5’- GUC AUA UGG UUC AAG GAC AAC – 3’ 
 
Dal momento che con il sintetizzatore automatico non è possibile ottenere sequenze 
nucleotidiche molto lunghe (come ad esempio un intero filamento di mRNA), è stato 
deciso di sintetizzare una sequenza bersaglio minima che rappresenta solo una piccola 
porzione dell’mRNA del PDGFR-!, ma che comunque ci permette di valutare l’attività 
catalitica del ribozima. Proprio la prospettiva di un suo rapido utilizzo, per la valutazione 
“in vitro” delle proprietà catalitiche del ribozima “hammerhead”, è stata la motivazione 
che ci ha spinto a sintetizzare la sequenza bersaglio minima. 
 
È molto importante notare che la sintesi di RNA in termini di resa, è meno efficiente di 
quella del DNA (Figura 39). Questo probabilmente è dovuto all’ingombro sterico del 
gruppo protettore in posizione 2’ che rende meno accessibile l’atomo di fosforo in 
posizione 3’ all’attacco nucleofilo del gruppo 5’-OH. Per questo motivo la sintesi di RNA 
richiede soluzioni di fosforoamiditi più concentrate e protocolli diversi da quelli impiegati 
nella sintesi di DNA. In particolare, i tempi di durata della fase di “coupling”, che abbiamo 
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I	  monomeri	  utilizzati	  per	  la	  sintesi	  di	  RNA	  sono	  quindi	  (Figura	  36):	  
• 5'-­‐Dimethoxytrityl-­‐N-­‐benzoyl-­‐Adenosine,	   2'-­‐O-­‐TBDMS-­‐3'-­‐[(2-­‐
cyanoethyl)-­‐(N,N-­‐diisopropyl)]-­‐phosphoramidite	   (Bz-­‐A-­‐CE	  
Phosphoramidite),	  
• 5'-­‐Dimethoxytrityl-­‐N-­‐acetyl-­‐Cytidine,	   2'-­‐O-­‐TBDMS-­‐3'-­‐[(2-­‐cyanoethyl)-­‐
(N,N-­‐diisopropyl)]-­‐phosphoramidite	  (Ac-­‐C-­‐CE	  Phosphoramidite),	  
• 5'-­‐Dimethoxytrityl-­‐N-­‐acetyl-­‐Guanosine,	   2'-­‐O-­‐TBDMS-­‐3'-­‐[(2-­‐cyanoethyl)-­‐
(N,N-­‐diisopropyl)]-­‐phosphoramidite	  (Ac-­‐G-­‐CE	  Phosphoramidite)	  
• 5'-­‐Dimethoxytrityl-­‐Uridine,	   2'-­‐O-­‐TBDMS,3'-­‐[(2-­‐cyanoethyl)-­‐(N,N-­‐
diisopropyl)]-­‐phosphoramidite	  	  (U-­‐CE	  Phosphoramidite)	  
	  
	  
Bz-­‐A-­‐CE	  Phosphoramidite	  
	  
	  
Ac-­‐C-­‐CE	  Phosphoramidite	  
	  
Ac-­‐G-­‐CE	  Phosphoramidite	  
	  
	  
U-­‐CE	  Phosphoramidite	  
	  
	  
Figura	  36	  Strutture	  chimiche	  delle	  fosforoammiditi	  utilizzate	  per	  la	  sintesi	  di	  RNA.	  	  
	  
	  
 
Il	   supporto	   solido,	  utilizzato	  per	   la	   sintesi,	   è	   costituito	  da	  vetro	  a	  porosità	  
controllata	  (CPG)	  contenuto	  all’interno	  di	  una	  colonnina.	  La	  porosità	  del	  vetro	  è	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opportunamente	   selezionata	   in	   base	   al	   tipo	   di	   sequenza	   che	   si	   vuole	  
sintetizzare.	   Infatti,	   un	   vetro	   con	   pori	   molto	   stretti	   garantisce	   una	   maggiore	  
superficie	   di	   scambio	   e	   quindi	   un	   numero	   di	   siti	   di	   reazione	   più	   elevato	   per	  
unità	   di	   superficie.	   Tuttavia,	   la	   lunghezza	  della	   sequenza	   crescente	   genera	  un	  
ingombro	   sterico	   che	   impedisce	   sempre	  più	   la	   libera	   circolazione	  dei	   reagenti	  
all’interno	   delle	   trame	   del	   riempimento	   sfavorendo	   il	   progredire	   della	   sintesi	  
sequenziale.	   Pertanto,	   si	   usa	   scegliere	   soluzioni	   di	   compromesso	   con	   vetro	   a	  
porosità	  sempre	  maggiore	  quanto	  più	  lunghe	  siano	  le	  sequenze	  da	  realizzare.	  
Ogni	  sintesi	  inizia	  con	  la	  scelta	  dell’appropriato	  monomero,	  corrispondente	  
all’estremità	  3’	  della	  sequenza	  oligonucleotidica	  da	  sintetizzare:	  tale	  monomero	  
presenta	  il	  gruppo	  idrossilico	  in	  posizione	  3’	  che	  non	  è	  legato,	  come	  negli	  altri	  
monomeri	  all’atomo	  di	  fosforo	  [P+3]	  ma	  è	  legato	  al	  CPG	  attraverso	  un’opportuna	  
molecola	  spaziatrice	  (Figura	  37).	  
	  
Figura	   37	   Struttura	   chimica	   del	   complesso	   iniziale	   impiegato	   per	   la	   sintesi	   di	  
oligonucleotidi	  a	  DNA.	  Il	  nucleotide,	  legato	  mediante	  un	  gruppo	  spaziatore	  (o	  distanziatore)	  al	  
supporto	   solido	   costituito	   dal	   vetro	   a	   porosità	   controllata	   (CPG),	   rappresenta	   l’estremità	   3’	  
dell’oligonucleotide	   da	   sintetizzare:	   questo	   perché	   la	   sintesi	   per	   via	   chimica	   procede	   in	  
direzione	  3’-­‐5’.	  Il	  5’-­‐OH	  di	  questo	  nucleotide	  è	  protetto	  con	  un	  gruppo	  dimetossitritile	  (DMT).	  
	  
Il	  ciclo	  di	  sintesi	  degli	  oligonucleotidi	  comprende	  quattro	  fasi	  (Figura	  38):	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Figura 26. Struttura chimica del complesso i iziale impiegato per la sintesi di olig nucleotidi a DNA. Il 
nucleotide, legato mediante un gruppo spazia ore (o distanzi tor ) al suppo to solido costituito dal 
vetr  a porosità controllata (CPG), rap resenta l’estremità 3’ dell’oligonucleotide da sintetizzare: 
questo perché la sintesi per via chimica procede i  direzione 3’-5’. Il 5’-OH di questo nucleotide è 
protetto con un gruppo dimetossitritile (DMT).  
 
 
Il ciclo di sintesi degli oligonucleotidi comprende quattro fasi (Figura 27): 
1. “Detritylation” 
2. “Coupling” 
3. “Capping” 
4. “Oxidation” 
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1.	  “Detritylation”	  	  
2.	  “Coupling”	  	  
3.	  “Capping”	  
4.	  “Oxidation”	  
 
	  
Figura	  38	  Schema	  del	  ciclo	  di	  sintesi	  degli	  oligonucleotidi.	  La	  sintesi	  avviene	  in	  fase	  solida,	  
in	   condizioni	   anidre	   ed	   in	   atmosfera	   inerte	   di	   argon,	   sfruttando	   la	   chimica	   delle	  
fosforoammiditi.	  Le	  fasi	  di	  ogni	  ciclo	  sono	  quattro:	  detritylation,	  coupling,	  capping	  e	  oxidation. 
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Figura 27. Schema del ciclo di sintesi degli oligonucleotidi. La sintesi avviene in fase solida, in 
condizioni a idre ed in atmosfera inerte di Argon, sfruttando la chimica delle fosforoammiditi. Le fasi 
di gni ciclo sono quattro: etritylation, coupling, c pping e oxidation. 
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1. “Detritylation”	  
La	  prima	  fase	  del	  ciclo	  di	  sintesi	  è	  rappresentata	  dalla	  detritilazione	  in	  cui	  si	  
assiste	  alla	  rimozione	  del	  gruppo	  dimetossitritile	  (DMT)	  dal	  gruppo	  idrossilico	  in	  
posizione	  5’	  del	  ribosio	  con	   la	  conseguente	  formazione	  del	  gruppo	  -­‐OH	  libero.	  
Questa	   reazione	   di	   deprotezione	   interessa	   la	   posizione	   5’	   del	   nucleoside	  
presente	  nella	  catena	  in	  allungamento.	  
La	  deprotezione	  si	  effettua	  con	  acido	  tricloroacetico	  anidro	   in	  soluzione	  di	  
diclorometano	  (TCA/DCM).	  Il	  gruppo	  protettore	  DMT	  esce	  dalla	  reazione	  come	  
catione	  dimetossitritile	  che	  possiede	  due	  caratteristiche	  importanti:	  una	  carica	  
positiva	   e	   una	   colorazione	   arancione	   molto	   intensa.	   Tali	   caratteristiche	   sono	  
sfruttate	  per	  monitorare	  quantitativamente	  per	  via	  conduttimetria,	  sfruttando	  
la	   carica	   dello	   ione,	   oppure	   per	   via	   spettrofotometrica,	   sfruttando	   la	  
colorazione	  dello	  ione,	  il	  grado	  di	  deprotezione	  di	  ciascun	  monomero	  che	  viene	  
inserito	   alla	   catena	   crescente,	   partendo	   dal	   primo	   fino	   all’ultimo	   monomero	  
inserito.	   In	   questo	  modo	  è	   possibile,	   per	   ogni	   ciclo	   di	   sintesi,	   valutare	   la	   resa	  
della	  reazione	  di	  accoppiamento	  appena	  avvenuta.	  
Un	  aspetto	  critico	  importante	  da	  tenere	  in	  considerazione	  in	  questa	  prima	  
fase	  è	  che	  le	  basi	  azotate	  dei	  nucleotidi,	   in	  particolare	  le	  purine,	  sono	  sensibili	  
agli	  acidi;	  proprio	  per	  questo	  motivo	  la	  tappa	  di	  detritilazione	  non	  deve	  essere	  
troppo	  lunga.	  
	  
 
2. “Coupling”	  
Nella	   fase	  di	   accoppiamento	  viene	   inviata	  nella	   colonnina	  di	   reazione	  una	  
soluzione,	   in	   acetonitrile	   anidro,	   del	   monomero	   che	   nella	   sequenza	   risulta	  
adiacente	  al	  primo	  (nella	  direzione	  3’→5’).	  La	  quantità	  necessaria	  di	  monomero	  
viene	  miscelata	   in	   loco	   con	  una	   soluzione	  di	   tetrazolo	   e	   acetonitrile	   anidro.	   Il	  
tetrazolo	   è	   utilizzato	   come	   attivatore	   della	   fosforoamidite,	   che	   deve	   essere	  
legata	   alla	   catena	   oligonucleotidica	   in	   formazione.	   Infatti,	   grazie	   al	   suo	  
carattere	  acido	  (acido	  di	  Lewis),	   il	   tetrazolo	  è	   in	  grado	  di	  protonare	   l’atomo	  di	  
azoto	  del	   gruppo	  diisopropilaminico,	   legato	   all’atomo	  di	   fosforo	   in	   3’.	  Questo	  
evento	   rende	   l’atomo	   di	   fosforo	   elettron-­‐deficiente	   e	   il	   gruppo	   protettore	   di	  
tipo	  aminico	  un	  buon	  gruppo	  uscente.	  
Questa	  situazione	  favorisce	  l’attacco	  nucleofilo	  al	  gruppo	  fosforico	  da	  parte	  
del	  gruppo	  OH	  (nucleofilo)	  in	  posizione	  5’	  del	  monomero	  ancorato	  al	  supporto	  
solido	   (nel	   caso	  del	   primo	   ciclo	   di	   sintesi)	   o	   dell’ultimo	  monomero	   introdotto	  
nella	   catena	   crescente,	   nei	   cicli	   successivi.	   Si	   realizza	   così	   una	   reazione	   di	  
sostituzione	   nucleofila	   con	   l’allontanamento	   del	   gruppo	   uscente	  
diisopropilaminico	  e	  la	  formazione	  di	  un	  legame	  fosfitodiesterico	  3’-­‐5’.	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La	  sintesi	  viene	  eseguita	  in	  ambiente	  anidro	  proprio	  per	  evitare	  che	  gruppi	  
idrossilici,	   eventualmente	   presenti	   nell’ambiente	   di	   reazione,	   reagiscano	   al	  
posto	  del’unico	  gruppo	  OH	  presente	  al	  5’	  della	  catena	  nascente,	  determinando	  
così	   un	   abbassamento	   delle	   rese.	   L’ambiente	   anidro	   è	   mantenuto	   usando	  
acetonitrile	  anidro	  come	  solvente	  per	  tutti	  i	  reagenti	  e	  mantenendo	  le	  bottiglie	  
pressurizzate	  con	  argon	  purificato.	  
 
3. “Capping”	  
In	   questa	   fase	   tutti	   i	   gruppi	   5’OH	   liberi,	   che	   non	   hanno	   reagito	   nella	  
precedente	  fase	  di	  coupling	  con	  l’ultimo	  monomero	  aggiunto,	  vengono	  bloccati	  
in	   modo	   permanente.	   Lo	   scopo	   di	   questo	   stadio	   della	   procedura	   è	   quello	   di	  
impedire	   la	   formazione	   di	   sequenze	   oligonucleotidiche	   errate	   derivanti	  
dall’eventuale	   reazione	   degli	   OH	   non	   appaiati	   nello	   stadio	   precedente	   con	   il	  
monomero	   successivo.	  Questo	   evento	   anziché	  produrre	   la	   sequenza	   ....N-­‐N+1-­‐
N+2...,	   produrrebbe,	   infatti,	   la	   sequenza	   ...N-­‐N+2...	   .	   Il	   risultato	   è	   la	  
minimizzazione	  delle	  impurità	  e	  la	  semplificazione	  del	  processo	  di	  purificazione	  
dei	  prodotti	  desiderati.	  
Per	   bloccare	   in	  modo	  permanente	   gli	  OH	  non	   reagiti	   in	   posizione	  5’	   della	  
catena	   oligonucleotidica	   crescente,	   viene	   inviata	   in	   colonna	   una	   soluzione	   di	  
anidride	  acetica	  e	  N-­‐	  metilimidazolo	  in	  THF.	  I	  gruppi	  idrossilici	  non	  reagiti	  sono,	  
così,	   convertiti	   in	   gruppi	   esterei,	   con	   la	   formazione	   dell’estere	   acetico	   (o	  
acetossile)	  corrispondente.	  
	  
4. “Oxidation”	  
L’atomo	   di	   fosforo	   legato	   alle	   fosforoamiditi	   in	   posizione	   3’	   si	   trova	   nello	  
stato	  di	  ossidazione	  +3.	   In	  seguito	  alla	   reazione	  di	  accoppiamento	  si	   forma	  un	  
fosfito	   triestere	   con	   il	   fosforo	   [P+3	   ]che	   unisce	   le	   estremità	   5’della	   catena	  
crescente	  con	  il	  3’	  dell’ultimo	  monomero	  aggiunto.	  
In	   questa	   fase	   si	   ha	   l’ossidazione	   del	   fosfito	   a	   fosfato	   triestere	   con	   il	  
conseguente	  passaggio	  del	   fosforo	  dallo	   stato	  di	   ossidazione	  +3	  a	   +5	   [P+5].	   La	  
reazione	  viene	  effettuata	  inviando	  in	  colonna	  una	  soluzione	  acquosa	  di	  iodio	  in	  
presenza	  di	  piridina;	  questa	  fase	  è	  l’unica	  del	  ciclo	  di	  sintesi	  che	  non	  avviene	  in	  
ambiente	  anidro,	  dal	  momento	  che	  una	  molecola	  di	  acqua	  è	  necessaria	  per	   la	  
formazione	  in	  loco	  del	  gruppo	  fosforico.	  
	  
Al	  termine	  di	  questa	  fase	  è	  possibile	  iniziare	  un	  altro	  ciclo	  ripartendo	  dalla	  
prima	   fase,	   ossia	   dalla	   detritilazione,	   purché	   un	   opportuno	   lavaggio	   in	  
acetonitrile	   ripristini	   le	   condizioni	   di	   anidricità.	   Alla	   fine	   di	   tutti	   i	   cicli	   ogni	  
fosfato	   triestere	   contiene	   ancora	   il	   gruppoβ-­‐cianoetile,	   i	   gruppi	   aminici	  
	   94	  
esociclici	  delle	  basi	  azotate	  contengono	   il	   corrispondente	  gruppo	  protettore,	   i	  
gruppi	   5’-­‐OH	   non	   reagiti	   sono	   acetilatie,	   infine,	   il	   gruppo	   OH	   all’estremità	   5’	  
dell’ultimo	  monomero	  inserito	  nella	  catena	  presenta	  il	  gruppo	  DMT.	  
	  
Ottimizzazione	  della	  sintesi	  a	  RNA	  
La	   sintesi	   delle	   molecole	   a	   RNA	   ha	   richiesto	   la	   modifica	   dei	   protocolli	  
standard	   forniti	   dalla	   casa	   costruttrice.	   In	   particolare	   si	   sono	   dovute	   eseguire	  
modifiche	  sul	  tempo	  di	  accoppiamento	  e	  sulla	  quantità	  di	  monomero	  mandata	  
in	  colonna	  per	  ogni	  ciclo	  sintetico.	  
Il	  tempo	  di	  appaiamento	  necessario	  per	  il	  DNA	  è	  di	  50	  secondi,	  suddiviso	  in	  
due	   step	   da	   25	   secondi	   ciascuno	   intervallati	   dal	   rimescolamento	   del	   CPG	   con	  
flusso	  di	  Argon.	  
Per	  l’RNA	  tale	  tempo	  è	  portato	  a	  1000	  secondi,	  suddiviso	  in	  2°	  intervalli	  da	  
50	  secondi	  ciascuno.	  
Il	  tempo	  di	  dispensazione	  del	  monomero	  è	  di	  4	  secondi	  nel	  caso	  del	  DNA,	  di	  
5	  secondi	  nel	  caso	  dell’RNA.	  
Questi	   accorgimenti	   hanno	   portato	   all’ottenimento	   di	   sintesi	   con	   buona	  
resa,	  come	  riportato	  dall’istogramma	  relativo	  al	  monitoraggio	  del	  tritile	  durante	  
la	  sintesi	  (figura	  39).	  
	  
	  
Figura	  39.	  Monitoraggio	  del	  tritile	  durante	  la	  sintesi	  del	  ribozima.	  
Rimozione	  dell’oligonucleotide	  dal	  supporto	  e	  deprotezione	  delle	  basi	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Al	  termine	  del	  processo	  di	  sintesi,	  occorre	  recuperare	  il	  prodotto	  ottenuto	  
che	   risulta	   ancora	   legato	   alla	   fase	   solida.	   La	   procedura,	   pertanto,	   prevede	   la	  
rimozione	  dell’oligonucleotide	  dal	  supporto	  solido	  (vetro	  a	  porosità	  controllata)	  
e	   la	   deprotezione	   dei	   vari	   gruppi	   funzionali	   che	   sono	   mascherati	   ancora	   dai	  
gruppi	  protettori.	  
Nel	  caso	  di	  oligonucleotidi	  di	  RNA	  la	  deprotezione	  prevede	  un	  trattamento	  
“overnight”	  a	  55°C	  con	  idrossido	  d’ammonio	  concentrato	  ed	  etanolo	  assoluto	  
Questo	  trattamento	  è	  in	  grado	  di:	  
• Rimuovere	  l’oligonucleotide	  dal	  supporto.	  
• Deproteggere	   il	   gruppo	   fosfato	   mediante	   ? -­‐eliminazione	   del	  
gruppo	  cianoetile	  
• Deproteggere	  i	  gruppi	  aminici	  esociclici	  delle	  basi	  azotate	  
• Rimuovere	   il	  gruppo	  acetile	  presente	  sui	  gruppi	  5’-­‐OH	  non	  reagiti,	  
che	  sono	  statisottoposti	  a	  capping.	  
Deprotezione	  degli	  zuccheri	  
Il	   trattamento	   visto	   in	  precedenza	  non	  è	  però	   in	   grado	  di	   deproteggere	   il	  
gruppo	   idrossilico	   in	  posizione	  2’	  del	   ribosio	  a	   cui	   è	   legato	   il	   gruppo	   ter-­‐butil-­‐
dimetil-­‐silile	  (TBDMS),	  perché	  quest’ultimo	  non	  è	  sensibile	  allo	  ione	  ammonio.	  	  
La	  rimozione	  del	  gruppo	  protettore	  avviene	  grazie	  all’azione	  di	  ioni	  fluoruro	  
contenuti	   in	   eccesso	   in	   una	   soluzione	   di	   trietilammina	   triidrofluoruro	   in	  
dietilformammuide	   (figura	  40).	  Con	   la	   rimozione	  del	  TBDMS	  tutte	   le	  posizioni,	  
sia	  sulle	  basi	  sia	  sullo	  zucchero,	  sono	  state	  deprotette.	  
	  
	  
Figura	  40.	  Meccanismo	  di	  deprotezione	  del	  gruppo	  idrossilico	  in	  posizione	  2’	  del	  ribosio	  ad	  
opera	  dello	  ione	  fluoruro.	  Lo	  ione	  fluoruro,	  della	  trietilamina	  triidrofluoruro,	  compie	  un	  attacco	  
nucleofilo	   sull’atomo	   di	   silicio	   del	   gruppo	   protettore	   TBDMS,	   con	   il	   conseguente	   distacco	   di	  
questo	  gruppo	  e	  la	  formazione	  dell’OH	  in	  posizione	  2’.	  
 
Rimozione	  dei	  sali	  e	  sottoprodotti	  dalla	  miscela	  grezza	  
A	  conclusione	  della	  fase	  di	  deprotezione,	   il	  prodotto	  di	  sintesi	  deve	  essere	  
sottoposto	  ad	  una	  serie	  di	  trattamenti	  con	  lo	  scopo	  di	  adeguare	  il	  campione	  al	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La rimozione del gruppo protettore avviene grazie all’azione degli ioni fluoruro i  eccesso 
(Figura 40). Con la r mozione del TBDMS tutt  le posizioni, sia sulle basi sia sullo 
zucchero, sono state deprotette. 
 
 
Figura 40. Meccanismo di deprotezione del gruppo idrossilico in posizione 2’ del ribosio ad opera dello 
ione fluoruro. Lo ione fl o, della trietilamin  triidrofluo ur , compie un attacco nucleofilo 
sull’atomo di silic  de  gruppo protettore TBDMS, con il conseguente distacco di questo gruppo e la 
formazione d ll’OH in posizi ne 2’. 
 
 
Rimozione dei sali e sottoprodotti dalla miscela grezza 
 
A conclusi ne della fase di deprotezione, il pr dotto di sintesi deve essere s ttoposto ad 
una serie di trattamenti con lo scopo di adeguare il campione al processo di purificazione. 
Dopo il trattamento con la soluzione di trietilamina triidrofluoruro e dimetil formammide, 
il campione è stato precipitato con una soluzione di etanolo e acetato di sodio, a – 20°C 
“overnight”. Il precipitato ottenuto è stato, quindi, separato dal liquido surnatante e poi 
sottoposto a lavaggi con etanolo al 70%. Il pellet è stato recuperato e asciugato sottocappa 
per allontanare l’etanolo rimasto. Al termine di questa procedura il residuo solido è stato 
risospeso in un piccolo volume di acqua sterile; il campione dopo tutti questi trattamenti è 
ricco di sali per cui è necessario effettuare una prima cromatografia di esclusione 
molecolare per separare l’RNA dai sali (in particolare dai fluoruri utilizzati per la 
deprotezione del 2’-OH del ribosio). La fase stazionaria (sephadex G25) e l’intero apparato 
cromatografico utilizzato sono gli stessi descritti per la rimozione dei sali durante la 
purificazione del DNA. L’eluato raccolto dalla corsa cromatografica è stato prima 
liofilizzato, poi risospeso e quindi sottoposto a trattamento di competizione con NaCl per 
allontanare i residui ioni fluoruro rimasti legati all’RNA. In questo tipo di operazione 
l’eccesso di ioni cloruro della soluzione utilizzata sono in grado di competere e di 
spiazzare gli ioni fluoruro legati all’RNA. Dopo questi passaggi i cloruri presenti in 
soluzione devono essere rimossi; per questo motivo è stata eseguita una seconda 
cromatografia di esclusione molecolare. L’eluato raccolto deve essere, quindi, concentrato 
a piccolo volume per la successiva purificazione. Questo può essere effettuato sia mediante 
evaporazione (utilizzando l’evaporatore rotante) sia tramite liofilizzazione. 
A questo punto il campione è pronto per essere purificato. 
 
Purificazione del prodotto di sintesi 
 
Al termine di questa lunga serie di trattamenti, il prodotto desiderato deve essere separato 
dalle impurezze presenti nel campione (cortameri e sottoprodotti delle reazioni di 
deprotezione). La purificazione è stata effettuata mediante cromatografia liquida ad alta 
risoluzione (HPLC) a scambio ionico nelle stesse condizioni utilizzate per la purificazione 
delle molecole di DNA. 
Come descritto in precedenza, prima si effettua una corsa analitica in HPLC e poi, se 
necessario, si esegue una corsa preparativa per purificare il prodotto di interesse (Figure 40 
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processo	  di	   purificazione.	  Dopo	   il	   trattamento	   con	   la	   soluzione	  di	   trietilamina	  
triidrofluoruro	  e	  dimetil	   formammide,	   il	   campione	  è	  stato	  precipitato	  con	  una	  
soluzione	   di	   etanolo	   e	   acetato	   di	   sodio,	   a	   –	   20°C	   “overnight”.	   Il	   precipitato	  
ottenuto	   è	   saturo	   di	   sali	   e	   pertanto	   inadatto	   per	   le	   ulteriori	   purificazioni	  
mediante	   cromatografia	   a	   scambio	   ionico.	   Per	   questo	   motivo,	   	   è	   necessario	  
effettuare	   una	   prima	   cromatografia	   di	   esclusione	   molecolare	   in	   grado	   di	  
separare	   l’RNA	  dai	  sali	   (in	  particolare	  dai	   fluoruri	  utilizzati	  per	   la	  deprotezione	  
del	   2’-­‐OH	   del	   ribosio).	   L’eluato	   raccolto	   da	   questa	   prima	   purificazione	  
cromatografica	   viene	   dapprima	   liofilizzato,	   poi	   risospeso	   in	   acqua	   ed	   infine	  
sottoposto	   a	   trattamento	   di	   competizione	   con	   NaCl	   per	   allontanare	   i	   residui	  
ioni	   fluoruro	   rimasti	   legati	   all’RNA.	   Con	   questa	   operazione	   particolare	  
procedura	   da	   noi	   messa	   a	   punto,	   l’eccesso	   di	   ioni	   cloruro	   sono	   in	   grado	   di	  
competere	   e	   di	   spiazzare	   gli	   ioni	   fluoruro	   legati	   all’RNA.	   Al	   termine,	   il	   nuovo	  
eccesso	   di	   cloruri	   presenti	   in	   soluzione	   vengono	   rimossi	   con	   una	   seconda	  
cromatografia	  di	   esclusione	  molecolare.	   L’eluato	   raccolto	  deve	  essere,	  quindi,	  
concentrato	  a	  piccolo	  volume	  per	  la	  successiva	  purificazione.	  	  
Purificazione	  del	  prodotto	  di	  sintesi	  
Al	  termine	  di	  questa	  lunga	  serie	  di	  trattamenti,	  il	  prodotto	  desiderato	  deve	  
essere	   separato	   dalle	   impurezze	   presenti	   nel	   campione	   (cortameri	   e	  
sottoprodotti	  delle	   reazioni	  di	  deprotezione).	   La	  purificazione	  viene	  effettuata	  
mediante	  cromatografia	  liquida	  ad	  alta	  risoluzione	  (HPLC)	  a	  scambio	  ionico.	  
Dopo	   una	   corsa	   analitica	   in	   HPLC	   per	   valutare	   il	   tempo	   di	   eluizione	   del	  
prodotto	  di	  interesse,	  si	  esegue	  una	  corsa	  preparativa	  per	  purificare	  il	  prodotto,	  
raccogliendo	  l’eluato	  ai	  tempi	  suggeriti	  dalla	  corsa	  analitica.	  
Gli	  oligonucleotidi	  ottenuti	  stati	  vengono,	  infine,	  	  concentrati	  e	  sottoposti	  a	  
un’ulteriore	   cromatografia	   di	   esclusione	  molecolare	   per	   allontanare	   i	   sali	   dei	  
tamponi	   in	   cui	   erano	   stati	   disciolti	   nella	   separazione	   a	   scambio	   ionico.	   Al	  
termine	   di	   quest’ultima	   purificazione	   gli	   oligonucleotidi	   vengono	   concentrati,	  
portati	  a	  volume	  noto	  e	  quantificati	  per	  via	  spettrofotometrica.	  
I	   prodotti	   purificati	   e	   quantificati	   vengono	   liofilizzati	   e	   conservati	   a	   -­‐80°C	  
fino	  al	  loro	  utilizzo.	  
Caratterizzazione	  cinetica	  della	  reazione	  di	  scissione	  mediata	  dai	  ribozimi	  
Per	   la	   caratterizzazione	   dell’attività	   catalitica	   del	   ribozima	   “hammerhead”	  
progettato	  contro	  il	  sito	  GUU	  in	  posizione	  288	  dell’mRNA	  che	  codifica	  il	  PDGFR-­‐
β di	  Sus	  scrofa,	  sono	  state	  effettuate	  misurazioni	  della	  cinetica	  della	  reazione	  di	  
scissione	   in	   condizioni	   di	   “multiple	   turnover”.	   Per	   realizzare	   tali	   condizioni	   la	  
reazione	  viene	  condotta	  usando	  un	  eccesso	  di	  substrato	  (la	  sequenza	  bersaglio)	  
rispetto	   al	   ribozima	   allo	   scopo	   di	   assicurare	   che	   il	   ribozimasia	   in	   grado	   di	  
catalizzare	  la	  scissione	  di	  numerose	  molecole	  di	  substrato.	  È	  bene	  ricordare	  che	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le	   reazioni	   catalizzate	   dai	   ribozimi	   obbediscono	   alla	   trattazione	   teorica	   di	  
Michaelis-­‐Menten,	  esattamente	  come	  gli	  enzimi	  proteici.	  Le	  specie	  coinvolte	  e	  
gli	   equilibri	   che	   operano	   nella	   catalisi	   enzimatica	   sono	   descritti	   nello	   schema	  
seguente.	  
	  
Nel	   nostro	   caso,	   E	   rappresenta	   il	   ribozima,	   S	   la	   sequenza	   bersaglio	  
(substrato),	  ES	  l’intermedio	  catalitico	  e	  P	  il	  prodotto	  della	  reazione	  di	  scissione.	  
Il	   primo	   stadio	   che	   porta	   alla	   formazione	   del	   complesso	   ES	   è	   generalmente	  
rapido,	   mentre	   lo	   stadio	   successivo	   che	   genera	   il	   prodotto	   P	   e	   restituisce	   il	  
ribozima	   libero	   è	   più	   lento	   e	   corrisponde	   allo	   stadio	   che	   limita	   la	   velocità	  
complessiva	  della	  reazione.	  
Ne	  consegue	  che	  la	  velocità	  complessiva	  della	  reazione	  è	  proporzionale	  alla	  
concentrazione	   delle	   specie	   chimiche	   che	   partecipano	   alla	   seconda	   tappa,	   e	  
cioè	  ad	  ES	  (il	  complesso	  ribozima-­‐substrato).	  
Introducendo	   opportune	   semplificazioni	   e	   limitando	   le	   misure	   agli	   istanti	  
iniziali	  della	  reazione	  si	  può	  considerare	  che	  la	  concentrazione	  del	  substrato	  S	  è	  
approssimabile	   ad	   una	   costante	   e	   che	   ,	   k-­‐2	   è	   trascurabile	   rispetto	   a	   k2.	   La	  
reazione	  complessiva	  si	  riduce	  a:	  
	  
di	  conseguenza,	   la	  velocità	   iniziale	  v0	  sarà	  direttamente	  proporzionale	  alla	  
concentrazione	  di	  [ES]:	  
	  
La	  reazione	  raggiunge	  rapidamente	   lo	  stato	  stazionario,	   in	  cui	   la	  [ES]	  resta	  
costante	  nel	  tempo.	  Il	  concetto	  di	  stato	  stazionario	  è	  stato	  introdotto	  nel	  1925	  
da	  G.E.	  Briggs	  e	  da	  Haldane.	  La	  velocità	  iniziale	  che	  si	  misura	  è	  limitata	  ai	  primi	  
istanti	   della	   reazione,	   e	   questo	   tipo	   di	   analisi	   viene	   detto	   cinetica	   dello	   stato	  
stazionario.	  
La	   velocità	   iniziale	   v0	  altro	  non	  è	   che	   la	   condizione	  di	  massima	   velocità	   di	  
una	  data	  miscela	  di	  reazione.	  Infatti,	  man	  mano	  che	  il	  substrato	  è	  convertito	  in	  
prodotto,	  la	  velocità	  di	  catalisi	  diminuisce	  a	  causa	  della	  scomparsa	  del	  substrato	  
stesso.	   L’andamento	   della	   concentrazione	   del	   substrato	   e	   del	   prodotto	   in	  
funzione	  del	  tempo	  è	  rappresentato	  da	  due	  curve	  (simili	  ad	  un	  decadimento	  o	  
un’associazione	  esponenziale	  a	  singola	  fase)	  la	  cui	  tangente	  nel	  punto	  di	  origine	  
presenta	  una	  pendenza	  che	  è	  la	  velocità	  iniziale	  v0	  (figura	  41).	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3.5. Caratterizzazione cinetica del ribozima 
 
3.5.1. La reazione di scissione (studio cinetico di un ribozima) 
 
Lo studio cinetico di un ribozima può essere eseguito in due diverse condizioni: multiple 
turnover e single turnover.  
In condizioni di multiple turnover la reazione viene condotta usando un eccesso di 
substrato (la sequenza bersaglio) rispetto al ribozima. Ciascun ribozima, in queste 
condizioni, è in grado di catalizzare la scissione di numerose molecole di substrato. 
In condizioni di single turnover il ribozima è in eccesso rispetto al substrato: in questo 
caso, idealmente tutto il substrato si lega al ribozima consentendo di studiare un singolo 
evento di scissione. In tale condizione, poiché il rilascio dei prodotti non influisce sulla 
velocità della reazione catalizzata, questo studio fornisce informazioni sull’equilibrio di 
legame fra substrato e ribozima (Zimmerman e Uhlembeck 1998).  
Di solito le condizioni di single turnover vengono impiegate quando il substrato presenta 
una sequenza di notevole lunghezza ed è pertanto difficilmente reperibile in quantità 
congrue e di adeguata purezza. Inoltre, poiché le velocità di scissione, misurate in queste 
condizioni, sono in genere diversi ordini di grandezza più basse rispetto alle velocità 
misurate per corti substrati le condizioni di multiple turnover sarebbero impraticabili (Citti 
e Rainaldi 2005). 
 
Per la caratterizzazione cinetica del ribozima “hammerhead” progettato contro il PDGFR-! 
di Sus scrofa GUU 288, abbiamo effettuato cinetiche di reazione di scissione in condizioni 
di multiple turnover. È bene sottolineare che, in queste condizioni, le cinetiche di reazione 
catalizzate dai ribozimi obbediscono alla trattazione teorica di Michaelis-Menten, 
esattamente come gli enzimi proteici. Le pecie coinvolte e gli equilibri che operano nella 
catalisi enzimatica sono descritti nello schema seguente.  
 
 
 
Dove E nel nostro caso rappresenta il ribozima, S la sequenza bersaglio (substrato), ES 
l’intermedio catalitico e P il prodotto della reazione di scissione. Il primo stadio che porta 
alla formazione del complesso ES è generalmente rapido, mentre lo stadio successivo che 
genera il prodotto P e libera il ribozima è più lento e corrisponde allo stadio che limita la 
velocità complessiva della reazione.  
Ne consegue che la velocità complessiva della reazione deve essere proporzionale alla 
concentrazione delle specie chimiche che partecipano alla seconda tappa, e cioè ad ES (il 
complesso ribozima-substrato). 
 
Introducendo opportune semplificazioni e concentrando le misure negli istanti iniziali della 
reazione si può considerare, quando la concentrazione di substrato è in eccesso rispetto al 
ribozima, [S] costante e k-2 trascurabile. Perciò la reazione complessiva si riduce a:  
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di conseguenza, la velocità iniziale v0 dipende da [ES]: 
 
 
 
La reazione raggiunge rapidamente lo stato stazionario, in cui la [ES] resta costante nel 
tempo. Il concetto di stato stazionario è stato introdotto nel 1925 da G.E. Briggs e da 
Haldane. La velocità iniziale che si misura è limitata i primi istanti della reazione, e 
questo tipo di analisi viene detto ci etica dello stat  stazionario. 
 
La velocità iniziale v0 altro non è che la condizione di massima velocità di una data 
miscela di reazione. Infatti, man mano che il substrato è convertito in prodotto, la velocità 
di catalisi diminuisce a causa della scomparsa del substrato stesso. L’andamento della 
concentrazione del substrato e del prodotto in funzione del tempo è rappresentato da due 
curve (simili ad un’iperbole rettangolare) la cui tangente nel punto di origine presenta una 
pendenza che è la velocità iniziale v0 (Figura 46). 
 
 
 
 
Figura 46. Andamento della concentrazione del substrato e del prodotto in funzione del tempo in una 
reazione catalizzata da un ribozima. La velocità iniziale (v0) è la pendenza delle tangenti nel punto di 
origine delle due curve. 
 
Il valore numerico della velocità iniziale è influenzato da numerosi fattori tra i quali la 
concentrazione del substrato e del ribozima, il pH, la temperatura e la presenza di attivatori 
o inibitori. 
Quando la concentrazione di ribozima viene mantenuta costante e si hanno concentrazioni 
di substrato [S] relativamente basse v0 aumenta quasi linearmente all’aumentare di [S]. Ciò 
corrisponde approssimativamente ad una cinetica del primo ordine. Ad alte concentrazioni 
di substrato, l’aumento di v0 diventa sempre meno evidente in risposta alla crescita di [S] 
fino ad arrivare ad una situazione tale che, anche aggiungendo ulteriore substrato, si hanno 
soltanto variazioni minime della v0. In questa condizione la velocità di reazione si avvicina 
alla velocità massima, Vmax e si osserva una cinetica di ordine zero, detta anche cinetica di 
saturazione. La curva che esprime la relazione tra [S] e v0 è espressa algebricamente 
dall’equazione di Michaelis-Menten. 
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Figura	  41.	  Andamento	  della	   concentrazione	  del	   substrato	  e	  del	  prodotto	   in	   funzione	  del	  
tempo	  in	  una	  reazione	  catalizzata	  da	  un	  ribozima.	  La	  velocità	   iniziale	  (v0)	  è	   la	  pendenza	  delle	  
tangenti	  nel	  punto	  di	  origine	  delle	  due	  curve	  
	  
V=V0	  (1-­‐e-­‐kt)	  
	  
Il	   valore	   numerico	   della	   velocità	   iniziale	   è	   influenzato	   da	   numerosi	   fattori	  
tra	  i	  quali	  la	  concentrazione	  del	  substrato	  e	  del	  ribozima,	  il	  pH,	  la	  temperatura	  e	  
la	  presenza	  di	  attivatori	  o	  inibitori.	  Quando	  la	  concentrazione	  di	  ribozima	  viene	  
mantenuta	   costante	   e	   si	   hanno	   concentrazioni	   di	   substrato	   [S]	   relativamente	  
basse	   v0	   aumenta	   quasi	   linearmente	   all’aumentare	   di	   [S].	   Ciò	   corrisponde	  
approssimativamente	  ad	  una	  cinetica	  di	  primo	  ordine.	  Ad	  alte	  concentrazioni	  di	  
substrato,	   l’aumento	   di	   v0	   diventa	   sempre	   meno	   evidente	   in	   risposta	   alla	  
crescita	   di	   [S]	   fino	   ad	   arrivare	   ad	  una	   situazione	   tale	   che,	   anche	  aggiungendo	  
ulteriore	   substrato,	   si	   hanno	   soltanto	   variazioni	   minime	   della	   v0.	   In	   questa	  
condizione	   la	   velocità	   di	   reazione	   si	   avvicina	   alla	   velocità	   massima,	   Vmax	   e	   si	  
osserva	   una	   cinetica	   di	   ordine	   zero,	   detta	   anche	   cinetica	   di	   saturazione.	   La	  
curva	   che	   esprime	   la	   relazione	   tra	   [S]	   e	   V	   è	   espressa	   algebricamente	  
dall’equazione	  di	  Michaelis-­‐Menten.	  
	  
V=	  Vmax[S]/KM+[S]	  
	  
Questa	  equazione	  esprime	   la	   relazione	  quantitativa	   tra	   la	  velocità	  ad	  ogni	  
tempo,	   la	   velocità	  massima	   e	   la	   concentrazione	   di	   substrato,	   termini	   tra	   loro	  
correlati	  dalla	  costante	  di	  Michaelis-­‐Menten,	  KM.	  Di	  seguito	  è	  mostrata	  la	  curva,	  
espressa	   dalla	   relazione	   di	   Michaelis-­‐Menten	   che	   mostra	   l’effetto	   della	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Il valore numerico della velocità iniziale è influenzato da numerosi fattori tra i quali la 
concentrazione del substrato e del ribozima, il pH, la temperatura e la presenza di attivatori 
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saturazione. La curva che esprime la relazione tra [S] e v0 è espressa algebricamente 
dall’equazione di Michaelis-Menten. 
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concentrazione	   del	   substrato	   sulla	   velocità	   di	   una	   reazione	   catalizzata	   da	   un	  
ribozima	  avente	  una	  concentrazione	  costante.	  
	  
Figura	  42.	  Curva	  espressa	  dalla	  Michaelis-­‐Menten	  
	  
La	   costante	   di	   Michaelis-­‐Menten	   (Km),	   la	   velocità	   massima	   (Vmax)	   e	   la	  
velocità	   (v),	   sono	   importanti	   parametri	   cinetici	   in	   grado	   di	   caratterizzare	   ogni	  
ribozima.	   Questi	   parametri	   vengono	   quindi	   usati	   per	   confrontare	   l’attività	   di	  
ribozimi	  diversi.	  
Un’altra	  importante	  costante	  ricavata	  grazie	  a	  questo	  modello	  ed	  utilizzata	  
per	   lo	  studio	  e	   il	  confronto	  di	  ribozimi	  diversi	  è	   la	  costante	  catalitica	  kcat	  che	  è	  
uguale	  alla	  costante	  di	  velocità	  della	  tappa	  limitante	  la	  reazione.	  Per	  la	  reazione	  
semplice	  a	  due	  tappe	  mostrata	  in	  precedenza,	  la	  kcat	  corrisponde	  alla	  k2,	  per	  cui	  
la	  velocità	  iniziale	  v0	  può	  essere	  espressa	  come:	  
v0=kcat[ES] 
La	  costante	  kcat	  è	  una	  costante	  di	  primo	  ordine	  ed	  è	  espressa	  dal	  reciproco	  
del	   tempo	   (s-­‐1),	   è	   anche	   detta	   numero	   di	   turnover,	   perché	   in	   condizioni	   di	  
saturazione	   del	   ribozima	   equivale	   alle	   moli	   di	   substrato	   che,	   nell’unità	   di	  
tempo,	   vengono	   convertite	   in	   prodotto	   per	   mole	   di	   ribozima,	   	   viene,	  
quindi,espressa	  come:	  
Kcat= V max [Et] 
Dove	  [Et]	  corrisponde	  alla	  concentrazione	  totale	  del	  ribozima.	  
Questi	   parametri	   cinetici	   sono	   stati	   misurati	   e	   calcolati	   in	   condizioni	   di	  
“multiple	  turnover”per	   lo	  studio	  del	  ribozima	  “hammerhead”	  contro	  il	  PDGFR-­‐
β di	  Sus	  scrofa	  GUU	  288.	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Questa equazione esprime la relazione quantitativa tra la velocità iniziale, la velocità 
massima e la concentrazione di substrato, termini tra loro correlati dalla costante di 
Michaelis-Menten Km. Di seguito è mostrata la curva, espressa dalla relazione di 
Michaelis-Menten che mostra l’effetto della concentrazione del substrato sulla velocità 
iniziale di una reazione catalizzata da un ribozima avente una concentrazione costante. 
 
 
 
La costante di Michaelis-Menten (Km), la velocità massima (Vmax) e la velocità iniziale 
(v0), misurata nelle condizioni iniziali di stato stazionario, sono importanti parametri 
cinetici in grado di caratterizzare ogni ribozima. Questi p rametri vengono quindi usati per 
confrontare l’attività di ribozimi di ersi. 
Un’altra importante costante ricavata grazie a questo modello ed utilizzata per lo studio e il 
confronto di ribozi i diversi è la costante catalitica kcat che è uguale alla costante di 
velocità della tappa limitante la reazione. Per la reazione semplice a due tappe mostrata in 
precedenza, la kcat corrisponde alla k2, per cui la velocità iniziale v0 è espressa come:  
 
! 
v
0
=k
cat
[ES] 
 
La costante kcat è una costante di primo ordine espressa dal reciproco del tempo (s
-1), detta 
anche numero di turnover, perché equivale alle moli di substrato che vengono convertite in 
prodotto, per mole di ribozima, nell’unità di tempo, a concentrazioni di substrato saturanti; 
viene, quindi,espressa come:    
! 
K
cat
=
V
max
[E ]
 
 
Dove [Et] corrisponde alla concentrazione totale del ribozima. 
 
	   100	  
Condizioni	  di	  reazione	  e	  sua	  esecuzione	  
La	   reazione	   di	   scissione,	   in	   condizioni	   di	   “multiple	   turnover”,	   è	   stata	  
eseguita	  a	  pH	  7,4	  adottando	  un	  protocollo	  standard	  per	  lo	  studio	  cinetico.	  
Il	  primo	  passo	  è	  stato	  la	  preparazione	  di	  due	  soluzioni:	  
• Una	  soluzione	  di	  ribozima	  “hammerhead”	  contro	  il	  PDGFR-­‐	  βdi	  Sus	  
scrofa	  GUU	  288	  	  
• Una	  soluzione	  della	  sequenza	  bersaglio	  minima	  
Entrambe	  le	  soluzioni,	  in	  una	  soluzione	  tampone	  a	  pH=7,4,	  contengono	  una	  
concentrazione	   10	   mM	   di	   MgCl2.	   Per	   rispettare	   le	   condizioni	   di	   “multiple	  
turnover”,	   il	   rapporto	  tra	   la	  concentrazione	  di	   ribozima	  e	   la	  concentrazione	  di	  
substrato	  non	  è	  mai	  scesa	  al	  di	  sotto	  di	  1:10.	  Le	  due	  miscele	  di	   reazione	  sono	  
state	   scaldate	   separatamente	   a	   95°C	   per	   due	   minuti	   al	   fine	   di	   denaturare	  
eventuali	   strutture	   secondarie	   che	   potrebbero	   essersi	   formate	   in	   soluzione	   e	  
permettere	   così	   l’assunzione,	   da	   parte	   dei	   due	   oligonucleotidi,	   	   di	   strutture	  
“aperte”.	  Al	  termine	  di	  questa	  fase	  i	  due	  campioni	  vengono	  posti	  rapidamente	  
in	   ghiaccio	   in	   modo	   da	   bloccare	   le	   strutture	   denaturate	   ottenute	   col	  
riscaldamento.	  
Proporzioni	  diverse	  delle	  due	  soluzioni	   sono	  state	  mescolate	  allo	   scopo	  di	  
ottenere	   miscele	   di	   reazione	   con	   eccesso	   variabile	   di	   substrato	   rispetto	   al	  
ribozima.	   Le	   reazioni	   sono	   state	   condotte	   a	   37°C	   con	   rapporti	  
substrato/ribozima	  di	  10:1,	  40:1,	  60:1	  120:1	  e	  180:1	  rispettivamente.	  Ciascuna	  
reazione	   catalitica	   è	   stata	   programmata	   cronometricamente.	   A	   tempi	  
prestabiliti	   abbiamo	   prelevato	   dalla	   miscela	   di	   reazione	   aliquote	   di	   volume	  
noto.	  Ciascun’aliquota	  prelevata	  è	  stata	  rapidamente	  introdotta	  in	  una	  provetta	  
contenente	   EDTA	   che,	   complessando	   gli	   ioni	   magnesio	   presenti	   in	   soluzione,	  
determina	  l’immediato	  arresto	  della	  reazione	  di	  catalisi.	  
Un	  prelievo	  immediato	  effettuato	  contestualmente	  alla	  preparazione	  delle	  
miscele	   di	   reazione	   ha	   consentito	   di	   ottenere	   il	   “tempo	   zero”	   delle	   diverse	  
cinetiche.	   I	   campioni	   prelevati	   sono	   stati	   posti	   a	   -­‐20°C,	   dove	   sono	   stati	  
conservati	  fino	  all’analisi	  cromatografica	  (HPLC).	  
Analisi	  HPLC	  dei	  diversi	  prelievi	  
L’analisi	   del	  progresso	   temporale	  delle	  diverse	   reazioni	   di	   scissione	  da	   cui	  
desumere	  le	  proprietà	  catalitiche	  del	  ribozima	  è	  stata	  realizzata	  utilizzando	  una	  
tecnica	   di	   analisi	   cromatografica	   che	   permette	   di	   separare	   il	   substrato	   dai	  
prodotti	   di	   taglio	   e	   di	   misurarne	   la	   quantità.	   Ogni	   aliquota	   prelevata	   ad	   un	  
determinato	   tempo	   della	   reazione	   è	   stata	   analizzata	  mediante	   cromatografia	  
liquida	   a	   scambio	   anionico.	   È	   stata	   usata	   una	   colonna	   di	   grado	   analitico	  
dedicata	  agli	  acidi	  nucleici	  dotata	  di	  un	  altissimo	  potere	  risolutivo.	  
Ciascuna	  separazione	  cromatografia	  consente	  di	  quantificare	  nel	  medesimo	  
cromatogramma	   il	   substrato	   residuo,	   i	   prodotti	   della	   scissione	   e	   il	   ribozima.	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Confrontando	   tra	   loro	   i	   cromatogrammi	   di	   ogni	   singola	   serie	   di	   campioni	  
prelevati	   ai	   vari	   tempi	   di	   analisi	   è	   possibile	   visualizzare	   la	   progressiva	  
conversione	  catalitica	  del	  substrato	  nei	  prodotti.	  
Un	  esempio	  della	   variazione	  nel	   tempo	  delle	  diverse	   specie	  desunta	  dalle	  
varie	  separazioni	  cromatografiche	  è	  illustrata	  nella	  figura	  43	  :	  
	  
	  
Figura	  43.	  Sovrapposizione	  dei	  cromatogrammi	  ottenuti	  a	  tempi	  crescenti	  dall’inizio	  della	  
reazione	  di	  scissione.	  
	  
Nei	   cromatogrammi	   sono	   evidenti	   i	   picchi	   corrispondenti	   alla	   sequenza	  
substrato	   (target	   intero),	   al	   ribozima	   e	   ai	   due	   prodotti	   di	   scissione	   (che	   sono	  
eluiti	  più	  velocemente	  e	  quindi	   in	   tempi	  più	  brevi).	  Come	  si	  può	  osservare,	   le	  
aree	  relative	  ai	  picchi	  dei	  prodotti	  di	  cleavage	  crescono	  mentre	  l’area	  del	  target	  
diminuisce	  col	  procedere	  del	  tempo	  di	  reazione.	  
Una	   caratteristica	  molto	  utile	  per	   la	  normalizzazione	  dei	  dati	   sperimentali	  
riguarda	   le	   proprietà	   spettrali	   dei	   diversi	   componenti	   della	   miscela,	   infatti	  
l’assorbimento	  della	  radiazione	  a	  260	  nm	  nel	  rivelatore	  UV	  dell’HPLC	  è	  additivo	  
fra	  i	  prodotti	  di	  scissione	  ed	  il	  substrato.	  In	  altri	  termini,	  la	  somma	  delle	  aree	  dei	  
picchi	  dei	  prodotti	  aumenta	  nel	  tempo	  in	  maniera	  esattamente	  corrispondente	  
alla	   diminuzione	   dell’area	   del	   substrato.	   In	   questo	   modo	   per	   ogni	   tempo	   di	  
analisi	  la	  seguente	  relazione	  è	  valida	  nel	  limite	  dell’errore	  sperimentale:	  
(P1)t+(P2)t	  +(S)t=	  (S)t0	  
Dove	   (S)t0	   e	   (S)t	   sono	   rispettivamente	   le	   aree	   dei	   picchi	   del	   substrato	   al	  
tempo	  0	  (quindi	  alla	  concentrazione	  iniziale)	  e	  al	  tempo	  t,	  mentre	  (P1)t	  e	  (P2)t	  
sono	  le	  aree	  dei	  picchi	  relativi	  ai	  prodotti	  al	  tempo	  t.	  Di	  conseguenza,	  poiché	  la	  
somma	  delle	  aree	  dei	  picchi	  dei	  prodotti	  e	  del	  substrato	  è	  costante	  nel	  tempo	  
ed	  è	  uguale	  all’	  area	  del	  picco	  del	  substrato	  al	  tempo	  0,	  è	  possibile,	  conoscendo	  
la	  quantità	  (pmoli)	  di	  substrato	  iniziale,	  ricavare	  per	  ogni	  tempo	  di	  reazione:	  
• la	  quantità,	  in	  pmoli,	  di	  prodotto	  formato	  a	  quel	  dato	  tempo	  (intesa	  
come	  somma	  delle	  pmoli	  dei	  due	  prodotti	  di	  scissione);	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• Ia	   quantità,	   in	   pmoli,	   di	   substrato	   consumato	   a	   quel	   tempo.	   Con	  
questo	   tipo	   di	   elaborazione	   dei	   risultati	   abbiamo	   potuto	  
normalizzare	   e	   quantificare	   le	   diverse	   reazioni	   di	   scissione	   e	   di	  
rappresentarli	  graficamente	  in	  funzione	  del	  tempo.	  
	  
La	  cinetica	  e	  il	  calcolo	  della	  costante	  catalitica	  osservata	  
La	   variazione	   temporale	   della	   concentrazione	   del	   substrato	   nel	   tempo	   è	  
stata	   interpolata	   utilizzando	   una	   funzione	   monoesponenziale	   ottenendo	   una	  
curva,	  per	  ciascuna	  condizione	  di	  reazione,	  in	  cui	  la	  pendenza	  della	  tangente	  nel	  
suo	  punto	  di	  origine	  rappresenta	  la	  velocità	  iniziale	  v0	  della	  reazione.	  
La	  velocità	  iniziale	  v0	  si	  calcola,	  quindi,	  come	  derivata	  prima	  della	  funzione	  
nel	   punto	   di	   origine.	   Dal	   punto	   di	   vista	   matematico	   è	   possibile	   calcolare	   la	  
velocità	   iniziale,	   definendo	   quest’ultima	   come	   il	   limite	   per	   la	   variazione	   di	  
tempo	   tendente	   a	   zero	  del	   rapporto	   tra	   l’aumento	  della	   quantità	   di	   prodotto	  
(P)	  formato	  (o	  di	  substrato	  tagliato)	  nell’unità	  di	  tempo	  considerata.	  
	  
	  
Risolvendo	   questo	   limite	   si	   ricava	   il	   valore	   della	   velocità	   iniziale	   della	  
reazione.	  L’equazione	  mono	  esponenziale	  utilizzata	  per	  l’interpolazione	  dei	  dati	  
è	  la	  seguente:	  
	  
	  
Dove	   ymax	   	   è	   la	   velocità	   massima	   di	   una	   reazione	   condotta	   a	   una	   data	  
concentrazione	   di	   ribozima	   e	   substrato,	   in	   definite	   condizioni	   sperimentali:	  
quindi,	   ymax	  altro	   non	   è	   che	   la	   velocità	   iniziale	   (v0)	   della	   reazione.	   Invece,	   yt	  	  
rappresenta	  la	  velocità	  della	  reazione	  ad	  un	  determinato	  tempo	  t,	  mentre	  kobs	  è	  
la	  costante	  catalitica	  osservata.	  
La	   costante	   cinetica	   kobs	   è	   un	   altro	   importante	   parametro	   che	   viene	  
utilizzato	  per	  lo	  studio	  e	  il	  confronto	  di	  ribozimi	  diversi.	  Essa	  è	  espressa	  come:	  
	  
	  
 
86 
In figura sono evidenziati i picchi corrispondenti alla sequenza bersaglio (target intero), al 
ribozima e ai due prodotti di scissione (che sono eluiti più velocemente e quindi in tempi 
più brevi). Come si può osservare, le aree relative ai picchi dei prodotti di cleavage 
crescono mentre l’area del target diminuisce col procedere del tempo di reazione.  
Una caratteristica molto utile per la “normalizzazione” dei dati sperimentali riguarda le 
proprietà spettrali dei diversi componenti della miscela. Infatti l’assorbimento della 
radiazione a 260 nm nel rivelatore UV dell’HPLC è additivo fra i prodotti di scissione ed il 
substrato. In altri termini, la somma delle aree dei picchi dei prodotti aumenta nel tempo in 
maniera esattamente corrispondente alla diminuzione dell’area del substrato. In questo 
modo per ogni tempo di analisi la seguente relazione è valida nel limite dell’errore 
sperimentale: 
 
! 
(P1)
t
+(P2)
t
+(S)
t
= (S)
t 0
 
 
Dove (S) t0 e (S) t sono rispettivamente le aree dei picchi del substrato al tempo 0 (quindi 
alla concentrazione iniziale) e al tempo t, mentre (P1)t e (P2)t sono le aree dei picchi dei 
prodotti al tempo t. Di conseguenza, dato che la somma delle aree dei picchi dei prodotti e 
del substrato è costante nel tempo ed è uguale all’ area del picco del substrato al tempo 0, è 
possibile, conoscendo la quantità (pmoli) di substrato iniziale, ricavare per ogni tempo di 
reazione:  
I) La quantità (pmoli) di prodotto formato a quel dato tempo (intesa come somma 
delle pmoli dei due prodotti di scissione). 
II) La quantità (pmoli) di substrato consumato a quel te po. 
Con questo tipo di elaborazione dei risultati abbiamo potuto normalizzare e quantificare le 
diverse reazioni di scissione e di rappresentarli graficamente in funzione del tempo. 
 
 
3.5.4. La cinetica e il calcolo della costante catalitica osservata 
 
La variazione temporale della concentrazione del substrato nel tempo è stata interpolata 
utilizzando una funzione monoesponenziale ottenendo una curva, per ciascuna condizione 
di reazione, in cui la pendenza della tangente nel suo punto di origine rappresenta la 
velocità iniziale v0 della reazione.  
La velocità iniziale v0 si calcola, quindi, come derivata prima della funzione nel punto di 
origine. Dal punto di vista matematico è possibile calcolare la velocità iniziale, definendo 
quest’ultima come il limite per la variazione di tempo tendente a zero del rapporto tra 
l’aumento della quantità di prodotto (P) formato (o di substrato tagliato) nell’unità di 
tempo considerata. 
 
 
 
 
Risolvendo questo limite si ricava il valore della velocità iniziale della reazione. 
L’equazione monoesponenziale utilizzata per l’interpolazione dei dati è la seguente: 
  
! 
y t=ymax(1" e
"k obs t ) 
 
! 
v
0
= lim
"t #0
"[P] 
"t 
=
d[P] 
dt 
 
86 
In figura sono videnziati picchi corrispondenti alla sequenza bersaglio (target i tero), al 
ribozima e ai due prodotti di scissione (ch sono eluit più veloc mente e quindi in tempi 
più brevi). Come si può osservare, le aree relativ  ai picchi dei prod tti di cleavage 
crescono mentre l’area del targ t dimi uisce col pr c der  del em o di reazione.  
Una caratt ristica molto utile per la “normalizzazione” dei d ti sperimentali riguarda le 
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modo per ogni tempo di analisi la seguente relazione è valida nel limite dell’errore 
sperimentale: 
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t
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Dove (S) t0 e (S) t sono rispettiva ente le aree dei picchi del substrato al tempo 0 (quindi 
alla concentrazione iniziale) e al tempo t, mentre (P1)t e (P2)t sono le aree dei picchi dei 
prodotti al tempo t. Di conseguenza, dato che la somma delle aree dei picchi dei prodotti e 
del substrato è costante nel tempo ed è uguale all’ area del picco del substrato al te po 0, è 
possibile, conoscendo la quantità (pmoli) di substrato iniziale, ricavare per ogni tempo di 
reazione:  
I) La quantità (pmoli) di prodotto formato a quel dato tempo (intesa come somma 
delle pmoli dei due prodotti di scis ione). 
II) La quantità (pm li) di substrato c nsumato a quel tempo. 
Con questo tipo di elaborazione dei risult ti abbiamo potuto normalizzare  quantificare le 
diverse reazioni di scissione e di ppres tarli graficamente in funzione del tempo. 
 
 
3.5.4. La cinetica e il calcolo della costante catalitica osservata 
 
La variazione tempor le della c ncentrazione del sub trato nel tempo è stata interpolata 
utilizzando una funzio e monoesponenziale ottenendo u a curva, per ciascuna condizione 
di reazione, in cui la pendenza della tangente nel suo punto di origine rappresenta la 
velocità iniziale v0 della reazione.  
La velocità iniziale v0 si calcola, quindi, come derivata prima della funzione nel punto di 
origine. Dal punto di vista matematico è possibile calcolare la velocità iniziale, definendo 
quest’ultima come il limite per la variazione di tempo tendente a zero del rapporto tra 
l’aumento della quantità di prodotto (P) formato (o di substrato tagliato) nell’unità di 
tempo considerata. 
 
 
 
 
Risolvendo questo limite i ricava il valore della velocità inizia e della re zion . 
L’equazione monoesponenziale utilizzata per l’interpolazione dei dati è la s guente: 
  
! 
y t=ymax(1" e
"k obs t ) 
 
! 
v
0
= lim
"t #0
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Dove ymax è la velocità massima di una reazione condotta a una data concentrazione di
ribozima e substrato, in definite condizioni sperimentali: quindi, ymax altro non è che la 
velocità iniziale (v0) della reazione. Invece, yt  rappresenta la velocità della reazione ad un 
determinato tempo t, mentre kobs è la costante catalitica osservata.  
La costante cinetica kobs è un altro importante parametro che viene utilizzato per lo studio e 
il confronto di ribozimi diversi. Essa è espressa come: 
 
! 
K
obs
=
v
o
[R
o
]   
 
dove [R0] è la concentrazione totale di ribozima (concentrazione al tempo 0) e v0 è la 
velocità iniziale della reazione nello stato stazionario.  
Dal momento che la velocità iniziale, v0, è il risultato fornito dall’interpolazione dei punti 
sperimentali (algoritmo matematico fornito dal programma d’interpolazione) e la 
concentrazione del ribozima è nota perché determinata a priori, abbiamo potuto ricavare 
diversi valori di kobs 
 
 
3.5.5. Risultati analitici 
 
In una prima fase abbiamo eseguito la reazione di scissione “in vitro” adoperando sia il 
ribozima che il substrato così come erano stati ottenuti dopo le varie operazioni di 
deprotezione senza ulteriore purificazione cromatografica. Infatti, come già detto, 
sembravano già adeguatamente puri. L’uso della nuova colonna analitica per l’analisi delle 
proprietà cinetiche, specifica per gli oligonucleotidi e dotata di un elevatissimo potere 
risolutivo, ha messo in evidenza, all’interno delle miscele di reazione, un consistente grado 
di inquinamento dovuto a sequenze abortive. Questo fatto, pur consentendo di osservare il 
progresso della scissione del substrato nel tempo, ha messo in luce diversi problemi sulla 
corretta quantificazione del fenomeno. 
Nella figura 48 seguente sono riportati due tipici cromatogrammi ottenuti con la nuova 
colonna analitica (DNAPac PA200 - Dionex)  relativi al ribozima puro e al substrato puro, 
ottenuti dopo il processo di deprotezione senza ulteriore purificazione cromatografica.  
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dove	   [R0]	  è	   la	  concentrazione	   totale	  di	   ribozima	   (concentrazione	  al	   tempo	  
0)	  e	  v0	  è	  la	  velocità	  iniziale	  della	  reazione	  nello	  stato	  stazionario.	  
Poichè	   la	   velocità	   iniziale,	   v0,	   è	   il	   risultato	   fornito	   dall’interpolazione	   dei	  
punti	   sperimentali	   (algoritmo	   matematico	   fornito	   dal	   programma	  
d’interpolazione)	  e	  la	  concentrazione	  del	  ribozima	  è	  nota	  perché	  determinata	  a	  
priori,	  abbiamo	  potuto	  ricavare	  diversi	  valori	  di	  kobs.	  
	  
Elaborazione	  dei	  risultati	  analitici	  
Le	  reazioni	  di	  scissione	  “in	  vitro”	  sono	  state	  eseguite	  nell’ottica	  di	  calcolare	  
le	  velocità	  iniziali	  v0	  e	  le	  kobs.Nella	  figura	  seguente	  è	  riportato	  un	  tipico	  esempio	  
dell’andamento	  della	  scissione	  nel	  tempo	  (valutato	  seguendo	  la	  variazione	  della	  
frazione	   di	   substrato	   tagliato	   nel	   tempo).	   I	   dati	   dell’interpolazione	   sono	   stati	  
graficati	  applicando	  l’equazione	  riportata	  nel	  paragrafo	  precedente.	  
	  
Figura	   44.	   Andamento	   nel	   tempo	   della	   frazione	   di	   substrato	   tagliata	   in	   una	   reazione	   di	  
scissione	  condotta	  con	  un	  rapporto	  tra	  substrato	  e	  ribozima	  di	  120:1	  e	  con	  una	  concentrazione	  
di	  Mg++	  di	  10	  mM.	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all’assorbanza del campione a 260 nm, 2) l’identificazione dei prodotti di scissione, specie 
nelle fasi iniziali della reazione, viene mascherata dal “rumore di fondo” della linea di base 
generando un elemento di ulteriore incertezza.  
I risultati ottenuti in questa prima fase hanno prodotto valori fluttuanti con valori di v0 
dell’ordine di 20-60 pmol/min e con un valore di kobs fra 6 e 18 min
-1 nel caso di reazioni 
condotte con un rapporto substrato/ribozima di 10:1. 
L’inconveniente, se da un lato ci ha rallentato, dall’altro ci ha rivelato l’inadeguatezza 
della valutazione della purezza dei prodotti di sintesi.  
A piccole dosi, abbiamo effettuato purificazioni reiterate di basse quantità di ribozima e di 
substrato utilizzando la nuova colonna analitica fino ad ottenere quantità congrue di 
prodotto puro. Usando questo stratagemma, abbiamo potuto ripetere le reazioni di 
scissione “in vitro” ed abbiamo potuto calcolare le velocità iniziali v0 e le kobs. 
Nella figura segu nt  è riportato un tipico esempio dell’andamento della scissione nel 
tempo (valutato seguendo la variazione della frazione di substrato tagliato nel tempo). 
I dati dell’interpolazione sono stati graficati applicando l’equazione riportata nel paragrafo 
3.5.4. precedente.  
 
 
 
Figura 49. Andamen o nel tempo dell  frazione d  substrato tagliata i  una reazione di scissione 
condotta con un rapporto tra substrato e ribozima di 120:1 e con una concentrazione di Mg++ di 10 
mM. 
 
Dall’elaborazione matematica abbiamo ricavato i parametri che descrivono l’andamento 
della reazione: la velocità iniziale v0 e la costante catalitica osservata kobs, ovvero la 
velocità della scissione “normalizzata” per il contenuto del ribozima nella miscela. La 
tabella seguente illustra i valori ottenuti da questi nuovi studi cinetici post-purificazione: 
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Dall’elaborazione	  matematica	  abbiamo	  ricavato	  i	  parametri	  che	  descrivono	  
l’andamento	   della	   reazione:	   la	   velocità	   iniziale	   v0	   e	   la	   costante	   catalitica	  
osservata	  kobs,	  ovvero	  la	  velocità	  della	  scissione	  “normalizzata”	  per	  il	  contenuto	  
del	  ribozima	  nella	  miscela.	  	  I	  dati	  sono	  illustrati	  nella	  tabella	  4.	  
	  
	  
Tabella	  4.	  Tabella	  con	  i	  dati	  ottenuti	  dagli	  esperimenti	  di	  scissione	  catalitica	  
Rapporto	  
substrato/ribozima	  
v0(μM/min)	   v0	  (pmol/min)	   kobs	  (min-­‐1)	  
10:1	   19.98	   199.8	   9.990	  
40:1	   45.10	   902.0	   40.630	  
60:1	   51.26	   1281.0	   54.072	  
120:1	   161.30	   4032.0	   161.300	  
180:1	   219.80	   5494.0	   219.800	  
	  
I	   dati,	   riportati	   nella	   figura	   45,	   riportano	   i	   risultati	   secondo	   il	   modello	   Eadie	  
Hofstee.	  
	  
A	  partire	  dall’equazione	  di	  Michaelis-­‐Menten:	  	  
	  
V	  =	  Vmax	  [S]/	  KM+[S]	  
Si	  ottiene	  il	  grafico	  degli	  inversi	  	  
1/V	  =	  (KM/[S]Vmax)	  +	  1/Vmax	  
	  
moltiplicando	  entrambi	  i	  membri	  per	  Vmax	  si	  ottiene:	  	  	  
	  
Vmax/V	  =	  (KM/[S])+1	  
da	  cui:	  	  
V=	  -­‐KM(V/[S])+Vmax	  	  (Relazione	  di	  Eadie-­‐Hofstee)	  
	  
normalizzando	  i	  valori	  delle	  velocità	  per	  la	  concentrazione	  del	  ribozima	  [Rz°]	  la	  
stessa	  relazione	  può	  essere	  riscritta	  come	  
	  
V/[Rz°]=	  -­‐KM(V/[Rz°][S])+Vmax/[Rz°]	  
che	  equivale	  a:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
kobs=	  -­‐KM(kobs/[S])+kcat	  	  
	  
che	  è	  quella	  usata	  per	  il	  grafico	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Figura	  45	  Parametri	  cinetici	  ottenuti	  mettendo	  in	  grafico	  le	  kobs	  sperimentali	  (v0/[Riboz])	  
calcolate	   in	   condizioni	   di	   “multiple	   turnover”	   usando	   un	   quantitativo	   fisso	   di	   ribozima	   e	  
differenti	  concentrazioni	  di	  molecola	  bersaglio.	  	  
	  
Dipendenza	  dell’attività	  del	  ribozima	  dagli	  ioni	  magnesio	  
La	   dipendenza	   della	   reazione	   catalitica	   da	   magnesio	   è	   stata	   investigata	  
eseguendo	  analisi	   cinetiche	   in	  presenza	  di	  concentrazioni	  decrescenti	  di	  Mg+2:	  
10	  mM,	  5	  mM	  e	  1	  mM.	  Il	  confronto	  è	  stato	  eseguito	  mantenendo	  costanti	  tutte	  
le	   altre	   condizioni	   sperimentali	   quali	   le	   concentrazioni	   del	   substrato,	   del	  
ribozima,	   il	   pH	  e	   la	   temperatura,.	   Le	   curve	  dell’andamento	  della	   scissione	  del	  
substrato	   nel	   tempo	   sono	   risultate	   considerevolmente	   rallentate	   con	   una	  
marcata	   variazione	   della	   velocità	   iniziale	   v0.	   In	   particolare	   riducendo	   la	  
concentrazione	  di	  Mg++	  si	  ha	  una	  riduzione	  corrispondente	  della	  v0.	  
La	   tabella	   seguente	   mostra	   come	   la	   riduzione	   %	   della	   velocità	   iniziale	   v0	  
rispetti	   molto	   da	   vicino	   la	   variazione	   %	   della	   concentrazione	   di	   Mg+2	   nella	  
miscela	   di	   reazione.	   In	   questo	   confronto	   abbiamo	   considerato	   come	   100%	   il	  
valore	  della	  velocità	  iniziale	  ottenuta	  con	  una	  [Mg++]=10	  mM.	  
	  
	  
	  
	   106	  
Tabella	   5.	   Tabella	   di	   confronto	   fra	   la	   riduzione	   della	   concentrazione	   di	   magnesio	   e	   la	  
riduzione	  della	  velocità	  iniziale	  
[Mg++]	  nella	  miscela	  
di	  reazione	  
Riduzione	  %	  della	  
[Mg++]	  
Riduzione	  %	  della	  v0	  
10	  mM	   0	  %	   	  0	  %	  
5	  mM	   50%	   50.37%	  
1mM	   90%	   87.57%	  
	  
Questo	   risultato	   conferma	   la	  nozione	  di	   una	   relazione	  diretta	   fra	   l’attività	  
catalitica	  del	  ribozima	  e	  la	  concentrazione	  degli	  ioni	  magnesio	  in	  soluzione.	  Un	  
fatto	   importante	  da	   sottolineare	   è	   la	   capacità	   del	   ribozima	  di	  mantenere	  una	  
funzionalità	   apprezzabile	   anche	   in	   condizioni	   sfavorevoli	   di	   bassa	  
concentrazione	   dello	   ione	   metallico.	   Questo	   aspetto	   riveste	   un	   interesse	  
particolare	  proprio	  per	  il	  proseguo	  del	  progetto	  ovvero	  quando	  il	  ribozima	  sarà	  
impiegato	  per	  indurre	  il	  “knock-­‐down”	  del	  PDGFR-­‐β	  in	  cellule	  muscolari	  lisce	  di	  
coronaria	   di	   maiale.	   Infatti,	   la	   concentrazione	   del	   magnesio	   all’interno	   della	  
cellula	  è	  generalmente	  più	  vicina	  ad	  1mM	  che	  a	  10	  mM.	  Questo	  risultato	  è	  di	  
buon	  auspicio	  per	  un	  effettivo	  funzionamento	  del	  ribozima	  nelle	  cellule.	  
	  
Progettazione	  e	  sintesi	  di	  un	  veicolo	  polimerico	  non	  virale	  
 
Progettazione	  del	  veicolo	  
La	  progettazione	  di	  un	  veicolo	  polimerico	  è	  stata	  portata	  avanti	  a	  partire	  da	  
un	  lavoro	  precedentemente	  pubblicato	  dal	  gruppo	  di	  lavoro	  dove	  è	  stata	  svolta	  
la	   Tesi	   [Citti	   et	   al.	   2002].	   Si	   tratta	   di	   un	   veicolo	   composito	   costituito	   da	   un	  
policatione	   di	   alto	   peso	   molecolare	   opportunamente	   equipaggiato	   con	  
sostituenti	   di	   natura	   peptidica	   in	   grado	   di	   facilitarne	   l’attraversamento	   delle	  
membrane	   citoplasmatiche.	   Fra	   i	   tanti	   esempi	   di	   polimeri	   cationici	   abbiamo	  
deciso,	   a	   questo	   proposito,	   di	   utilizzare	   la	   polietileneimmina	   (PEI	   25	   kD),	   al	  
posto	   della	   	   poli-­‐lisina	   precedentemente	   usata,	   a	   causa	   della	   sua	   minore	  
tossicità	   e	   della	  migliore	   efficacia	   come	   agente	   di	   trasfezione	   .	   [Eliyahu	   et	   al.	  
2005].	   Inoltre	   la	   PEI	   è	   disponibile	   commercialmente,	   è	   un	   veicolo	  
universalmente	   accettato	   e	   può	   essere	   considerata	   come	   la	   molecola	   di	  
riferimento	  fra	  gli	  agenti	  trasfettanti	  non-­‐virali.	  
Fra	   i	   “cell	   penetrating	   peptide”	   (CPP)	   è	   stata	   scelta	   un	   frammento	   della	  
terza	  elica	  dell’omeodominio	  del	  fattore	  di	  trascrizione	  antennapedia	  ottenuto	  
da	   Drosophila	   Melanogaster	   (Penetratin)	   da	   qui	   in	   poi	   chiamato	   con	  
l’abbreviazione	  A41.	  Si	  tratta	  di	  un	  CPP	  ampiamente	  descritto,	  dotato	  di	  elevata	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capacità	   di	   attravarsare	   le	   membrane	   celluari.[Prochiantz	   2000;	   Morris	   et	   al.	  
2008].	  	  
La	   descrizione	   del	   veicolo	   che	   è	   stato	   realizzato	   non	   riporta	   in	   queste	  
pagine	  una	  serie	  di	  studi	  preliminari	  precedenti	  eseguiti	  nel	  corso	  di	  questa	  Tesi	  
di	   Dottorato.	   Detti	   studi	   sono	   stati	   effettuati	   allo	   scopo	   di	   tenere	   in	  
considerazione	   la	   tossicità	   della	   porzione	   polimerica	   e	   di	   ottimizzare	   l’effetto	  
del	  contenuto	  di	  molecole	  di	  CPP	  legate	  alla	  PEI	  sull’efficienza	  di	  trasfezione.	  	  
 
Sintesi	  del	  veicolo	  
Per	   la	   sintesi	   del	   veicolo	   è	   stata	   utilizzata	   una	   PEI	   ramificata	   da	   25	   kDa,	  
disponibile	   commercialmente.	   Il	   veicolo	   ottenuto,	   descritto	   in	   un	   precedente	  
lavoro,	   sfrutta	   il	   cross-­‐linker	   eterobifunzionale	   SMCC	   succinimidyl	   4-­‐N-­‐
maleimidomethyl	   cyclohexane-­‐1-­‐carboxylate.	   I	   residui	   amminici	   primari	   della	  
PEI	  vengono	  fatti	  reagire	  con	  la	  porzione	  succinimidilica	  dell’SMCC	  in	  condizioni	  
standard	   (tampone	   PBS	   pH	   7,2).	   Il	   prodotto	   intermedio	   di	   reazione	   è	   stato	  
recuperato	  attraverso	  appositi	   filtri	  da	  centrifuga	   in	  grado	  di	  separare	   il	  cross-­‐
linker	  non	  reagito	  dal	  polimero	  (sistema	  di	  separazione	  per	  ultrafiltrazione).	   In	  
seguito,	   i	   gruppi	   maleimmidici	   della	   PEI	   sono	   stati	   fatti	   reagire	   con	   i	   gruppi	  
sulfridilici	  del	  peptide	  sintetico	  A41	  a	  cui,	  rispetto	  all’omeodominio	  originario	  di	  
antennapedia,	  è	  stata	  aggiunta	  una	  cisteina	  necessaria	  per	  fornire	  i	  gruppi	  –SH	  
coinvolti	   nella	   reazione.	   Il	   prodotto	   è	   stato	   purificato	   nuovamente	   per	  
ultrafiltrazione..	   La	   quantificazione	   finale	   all’UV,	   utile	   per	   quantificare	   la	   resa	  
della	   reazione,	   si	   riferisce	   all’assorbimento	   del	   peptide	   A41	   che	   mostra	   un	  
coefficiente	  di	  estinzione	  molare	  di	  11500	  M-­‐1cm-­‐1.	  
Il	  contenuto	  di	  CPP	  che	  ha	  dimostrato	  la	  migliore	  efficienza	  di	  trasfezione	  è	  
quello	  in	  cui	  è	  presente	  1	  molecola	  di	  CPP	  ogni	  10	  gruppi	  amminici.	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Figura	  46	  Schema	  riassuntivo	  della	  sintesi	  a	  due	  fasi	  del	  veicolo	  PEI-­‐A41.	  
 
 
Valutazione	  dell’efficienza	  di	  trasfezione	  
 
Effetto	  del	  siero	  nell’efficienza	  di	  trasfezione	  
L’efficienza	   di	   trasfezione	   del	   veicolo	   è	   stata	   valutata	   usando	   un	  
oligonucleotide,	  da	  qui	  in	  poi	  chiamato	  OligoF	  lungo	  25	  nucleotidi	  e	  marcato	  in	  
3’	  da	  una	  molecola	  di	  fluoresceina.	  OligoF	  è	  stato	  complessato	  col	  veicolo	  A41-­‐
PEI	  con	  rapporto	  teorico	  N/P	  (rapporto	  fra	  ammine	  teoriche	  e	  gruppi	  fosfato)	  di	  
6.	  La	  PEI	  da	  25	  kD	  commerciale	  è	  stata	  usata	  come	  confronto.	  Il	  veicolo	  o	  la	  PEI	  
sono	   stati	   somministrati	   alle	   cellule	   HeLa	   utilizzando	   la	   stessa	   quantità	   di	   PEI	  
(55	   µM)	   e	   di	   olidonucleotide	   (250nM).	   Le	   trasfezioni	   sono	   state	   effettuate	  
aggiungendo	  il	  veicolo	  al	  terreno	  di	  coltura	  supplementato	  o	  meno	  con	  il	  10%	  di	  
siero	   (FBS).	   L’internalizzazione	  dell’OligoF	  è	   stata	  monitorata	   dopo	  24	  ore	  dal	  
trattamento	  usando	  un	  citofluorimetro	  a	  flusso.	  	  
In	  assenza	  di	  siero	  il	  42%	  delle	  cellule	  presentava	  fluorescenza	  dimostrando	  
che	   eranostate	   trasfettate	   dalla	   PEI-­‐25K,	   mentre	   l’A41-­‐PEI	   evidenziava	  
l’internalizzazione	   dell’	   OligoF	   nell’86%	   nelle	   cellule	   (figura	   47)	   con	   una	  
efficienta	  più	  che	  doppia.	  
La	   presenza	   di	   FBS	   (fetal	   bovine	   serum)	   nel	   terreno	   di	   coltura	  
(10%)produceva	   una	   considerevole	   riduzione	   dell’efficienza	   di	   veicolazione	   di	  
entrambi	  gli	  agenti	  di	  trasfezione.	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Comunque,	  mentre	  l’attività	  di	  trasfezione	  dell’	  A41-­‐PEI	  è	  stata	  ridotta	  fino	  
al	   48%	   (con	   una	   perdita	   pari	   al	   45%),	   la	   PEI-­‐25k	   mostra	   una	   diminuzione	  
dell’80%	  (da	  42%	  all’8%).	   I	  dati	   finora	  presentati	  suggeriscono	  che	   la	  presenza	  
del	   CPP	   influenza	   in	  modo	   considerevole	   l’efficienza	   di	   trasfezione,	   rendendo	  
possibile	   all’A41-­‐PEI	   di	   funzionare	   anche	   in	   presenza	   di	   siero,	   condizione	  
solitamenteavversa.	   Come	   mostrato	   in	   figura	   XX	   l’efficacia	   di	   veicolazione	  
ottenuta	  in	  cellule	  HeLa	  con	  l’A41-­‐PEI,	  in	  presenza	  di	  siero,	  risulta	  essere	  7	  volte	  
più	  alta	  di	  quella	  osservata	  in	  cellule	  trattate	  con	  PEI-­‐25K.	  
	  
	  
Figura	  47	  
	  
Effetto	  del	  rapporto	  N/P	  sull’efficienza	  di	  trasfezione.	  
La	  capacità	  di	  trasfezione	  dei	  veicoli	  A41-­‐PEI	  	  e	  PEI	  25-­‐k	  è	  stata	  analizzata	  in	  
funzione	   del	   rapporto	   N/P	   teorico	   (gruppi	   amminici	   della	   PEI/gruppi	   fosfato	  
dell’oligonucleotide)	   in	   colture	   di	   cellule	   HeLa.	   La	   quantità	   di	  OligoF	   è	   stata	  
mantenuta	  costante,	  variando	  invece	  la	  quantità	  di	  veicolo	  in	  modo	  da	  ottenere	  
diversi	  rapporti	  N/P	  (6,	  12,	  17,	  20).	  I	  veicoli	  carichi	  dell’OligoF	  nelle	  condizioni	  di	  
N/P	  indicate	  in	  precedenza,	  sono	  stati	  somministrati	  alle	  cellule	  HeLa	  coltivate	  
in	  terreno	  standard	  addizionato	  con	  il	  10%	  di	  FBS,.	  Poiché	  la	  trasfezione	  è	  stata	  
condotta	  in	  mezzo	  completo,	  è	  stato	  possibile	  mantenere	  il	  trattamento	  per	  24	  
ore.	  
Con	  rapporti	  N/P	  superiori	  a	  17	  l’attività	  di	  veicolazione	  raggiunge	  un	  punto	  
di	   saturazione	   (oltre	   il	   90%).	   Questo	   è	   un	   buon	   risultato	   se	   confrontato	   con	  
quello	  ottenuto	  con	  laPEI-­‐25K	  (15%	  di	  cellule	  fluorescenti	  a	  N/P	  17),	  e	  dimostra	  
l’effetto	   sinergico	   del	   CPP	   nella	   capacità	   di	   attraversamento	   della	  membrana	  
del	  complesso	  “veicolo/oligonucleotide”	  anche	  in	  presenza	  di	  siero	  (fig	  XX)	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Silenziamento	   genico	   del	   PDGFR-­‐β	   a	   seguito	   di	   somministrazione	   del	  
ribozima	  
 
Citotossicità	  del	  trattamento	  con	  i	  ribozimi	  
L’effettivo	   silenziamento	   RNA-­‐dipendente	   del	   gene	   PDGFR-­‐β	   è	   stato	  
valutato	   su	   colture	   primarie	   di	   VSMC.	   Inizialmente,	   l’efficacia	   del	   veicolo	   nel	  
trasferire	   oligonucleotidi	   nelle	   VSMC	   è	   stata	   effettuata	   con	   l’OligoF	   per	  
verificare	   che	   i	   risultati	   ottenuto	   con	   cellule	   HeLa	   fossero	   ripetibili	   anche	   nel	  
nuovo	  modello	  biologico.	  Il	  risultato,	  ottenuto	  con	  il	  complesso	  OligoF/A41-­‐PEI	  
con	   un	   rapporto	   N/P	   di	   17,	   è	   stato	   verificato	   attraverso	   la	   microscopia	   a	  
fluorescenza.	  Nel	  90%	  delle	  cellule	  è	  stata	  osservata	   fluorescenza,	  che	  appare	  
dispersa	  all’interno	  di	  piccole	  vescicole	  perinucleari	  (figura	  XX)	  
Lo	  studio	  della	  tossicità	  sia	  del	  veicolo	  che	  del	  farmaco	  oligonucleotidico	  è	  
stato	  condotto	  trattando	  le	  VSMC	  con	  tre	  diverse	  concentrazioni	  (115	  nM,	  220	  
nM,	  330	  nM)	  di	  ribozima,	  sia	  attivo	  che	  inattivo,	  complessato	  al	  veicolo	  A41-­‐PEI	  
(N/P	  =	  17)	  e	  addizionato	  al	  terreno	  di	  coltura	  completo.	  	  
Le	   cellule	   sono	   state	   coltivate	   per	   5	   giorni	   in	   presenza	   del	   complesso	  
ribozima/veicolo.	  Ogni	  24	  ore,	  la	  vitalità	  delle	  cellule	  è	  stata	  testata	  usando	  un	  
kit	   disponibile	   commercialmente	  basato	   sull’MTT	   (methyl	   tetrazolium	   salt	   ),.	   I	  
risultati	  del	  saggio	  sono	  mostrati	  in	  figura	  48.	  
Una	  prima	  osservazione	  da	  sottolineare	  è	  	  un	  leggero	  ritardo	  nella	  curva	  di	  
crescita	  di	  tutte	  le	  cellule	  trattate	  se	  confrontate	  con	  il	  campione	  di	  cellule	  non	  
trattate.	   Questo	   effetto	   potrebbe	   dipendere	   dall’interazione	   fra	   il	   poliplesso	  
(veicolo	   che	   lega	   l’oligonucleotide)	   e	   le	   cellule,	   piuttosto	   che	  
dall’oligonucleotide	   stesso.	  Non	  sono	  state	  evidenziate,	   infatti,	  differenzefra	   il	  
ribozima	   attivo	   o	   inattivo,	   e	   fra	   le	   diverse	   dosi	   testate.	   La	   sovrapponibilità	   di	  
tutte	   le	   curve	  di	   crescita	   relative	   ai	   trattamenti	   è	   un	   elemento	  di	   solidità	   che	  
favorisce	  i	  successivi	  studi	  comparativi.	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Figura	  48(A)	  Internalizzazione	  dell’	  “OligoF”	  dimostrata	  attraverso	  immagini	  di	  microscopia	  
a	  fluorescenza	  (B)	  Vitalità	  delle	  cellule	  calcolata	  attraverso	  saggio	  dell’MTT.	  Le	  VSMC	  sono	  state	  
coltivate	  in	  condizioni	  standard	  senza	  trattamento	  (untretaed)	  o	  in	  presenza	  del	  ribozima	  attivo	  
(aRbz)	   o	   inattivo	   (iRBZ)	   complessato	   con	   il	   veicolo	  A41-­‐PEI	   alle	   concentrazioni	   indicate.	  Ogni	  
punto	  rappresenta	  la	  media	  ±	  SD	  di	  tre	  replicati.	  
	  
 	  
Verifica	  molecolare	   del	   silenziamento	   genico	   del	   PDGFR-­‐β: misurazione	  
del	  contenuto	  di	  mRNA	  mediante	  PCR	  quantitativa	  	  “Real	  Time”	  	  
L’espressione	   relativa	   dei	   livelli	   dell’mRNA	   del	   PDGFR-­‐β	   è	   stata	   ottenuta	  
tramite	  analisi	  PCR	  quantitativa	  “real	  time”	  (qRT-­‐PCR),	  ed	  è	  stata	  normalizzata	  
rispetto	   valore	   di	   rifermento	   1	   relativo	   alle	   VSMC	   coltivate	   in	   condizioni	  
standard	  (untretaed)	  (figura	  49).	  
Nelle	  cellule	  trattate	  con	   il	   ribozima	  attivo	  è	  stata	  osservata	  una	  riduzione	  
pari	  al	  30%	  rispetto	  ai	  livelli	  dell’mRNA	  del	  PDGFR-­‐β	  misurato	  per	  le	  colture	  non	  
trattate.	   Al	   contrario,	   il	   trattamento	   con	   pari	   concentrazione	   di	   ribozima	  
inattivo	  si	  è	  dimostrato	  privo	  di	  efficacia.	  Questi	  risultati,	  oltre	  a	  dimostrare	   la	  
reale	   efficacia	   del	   ribozima	   attivo,	   evidenziano	   il	   fatto	   che	   l’attività	   inibitoria	  	  
persiste	   	  anche	  dopo	  24	  ore	  dal	   trattamento,	  nonostante	   la	  ben	  documentata	  
sensibilità	   alla	   degradazione	   subita	   dai	   corti	   RNA	   naturali.	   Questo	   fatto	   è	   di	  
particolare	   importanza	  perché,	  oltre	  a	  fornire	  un	  “proof	  of	  concept”	  di	  questa	  
strategia	   di	   silenziamento	   genico,	   consente	   di	   sospettare	   una	   sottostima	  
dell’effetto	  che	  potrebbe	  essere	  stato	  misurato	  ben	  al	  di	   là	  della	   sua	  efficacia	  
massima.	   Pertanto,	   l’uso	   di	   varianti	   chimicamente	   stabilizzate	   del	   medesimo	  
ribozima	  potrebbero	  rappresentare	  un	  valido	  sviluppo	  verso	  un	  uso	  terapeutico	  
di	  queste	  forbici	  molecolari.	  
BA
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Figura	  49.	  Amplificazione	  attraverso	  Real-­‐time	  PCR	  dell’mRNA	  isolato	  dalle	  diverse	  colture	  
di	  VSMC.	   La	  barra	  di	   sinistra	   (control)	   si	   riferisce	   ai	   risultati	   di	   amplificazione	  ottenuti	   con	   le	  
VSMC	   in	  coltura	   in	   terreno	  completo	  e	  normalizzata	  a	  1	  come	  valore	  di	   riferimento.	  Le	  barre	  
rappresentano	  la	  media	  ±	  SE	  di	  tre	  esperimenti	  indipendenti.	  	  
	  	  
Effetto	  del	  silenziamento	  del	  PDGFR-­‐β	  sulla	  migrazione	  delle	  VSMC	  
Le	   VSMC	   sono	   state	   coltivate	   per	   24	   ore	   in	   presenza	   dei	   ribozimi.Sul	  
tappeto	  di	  cellule,	  al	  fondo	  della	  piastra,	  è	  stato	  effettuato	  un	  taglio	  meccanico	  
allo	  scopo	  di	  ottenere	  una	  linea	  di	  separazione	  netta	  priva	  di	  cellule,	  “ferita”.	  Le	  
colture	  sono	  state	  quindi	  stimolate	  aggiungendo	   il	   fattore	  di	  crescita	  PDGF-­‐BB	  
allo	   scopo	  di	   indurre	   la	   proliferazione	   e	   la	  migrazione.	  Dopo	   24	   ore	   le	   cellule	  
sono	   state	   fissate	   e	   colorate	   con	   il	   cristal	   violetto.	   L’analisi	   delle	   immagini	  
relative	  alla	  riparazione	  della	  ferita	  (ri-­‐colonizzazione	  della	  zona	  priva	  di	  cellule)	  
hanno	   permesso	   di	   stimare	   in	   maniera	   quantitativa	   l’effetto	   dello	   stimolo	  
sull’attivazione	  delle	  cellule.	  
L’istogramma	  nella	  figura	  50	  dimostra	  che	  l’aggiunta	  del	  PDGF-­‐BB	  al	  mezzo	  
completo	   aumenta	   di	   6	   volte	   	   l’attività	   di	   migrazione	   e	   proliferazione	   se	  
comparata	   con	   le	   cellule	  quiescienti	   coltivate	   cioè	   in	   assenza	  di	   siero.	  Questo	  
aumento	  di	  attività	  di	   riparazione	  della	   ferita	   indotto	  dal	  PDGF-­‐BB	  viene	  quasi	  
vanificato	   (90%	   in	   meno)	   dopo	   la	   somministrazione	   del	   ribozima	   attivo.	   Al	  
contrario,	  il	  ribozima	  inattivo	  riduce	  questa	  aumentata	  capacità	  riparativa	  solo	  
del	   17%.	   L’azione,	   seppure	   limitata,	   del	   ribozima	   inattivo	   può	  essere	   spiegata	  
con	   l’effetto	   “antisenso”	   del	   ribozima	   come	   già	   suggerito	   in	   precedenza	  
[Giannini	  et	  al	  1999].	  
E’	   stata	   inoltre	   investigata	   la	   chemotassi	   (figura	   50)	   ovvero	   la	   capacità	   di	  
migrare	   delle	   VSMC	   in	   risposta	   ad	   un	   stimolo	   direzionato	   grazie	   all’uso	   di	  
“Boyden	   chambers”.	   Usando	   il	   PDGF-­‐BB	   come	   chemoattrattore,	   abbiamo	  
potuto	  quantificare	  una	  riduzione	  significativa	  (riduzione	  del	  32%)	  del	  numero	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di	   cellule	  migranti	   dopo	   la	   somministrazione	   del	   ribozima	   attivo	   rispetto	   alle	  
colture	  di	  VSMC	  non	  trattate	  (untreated)	  o	  alle	  colture	  trattate	  con	  il	  ribozima	  
inattivo.	  	  	  
	  
Figura	   50	  Migrazione	   e	   proliferazione	   delle	   VSMC	   in	   coltura	   in	   differenti	   condizioni	   (A)	  
Wound	   assay:	   il	   riferimento	   rappresenta	   le	   cellule	   quiescienti	   coltivate	   in	   assenza	   di	   siero	  
(untretated),	  PDGF	  sono	  VSMC	  stimolate	  alla	  proliferazione	  e	  migrazione	  con	  siero	  addizionato	  
con	   PDGF-­‐BB,	   PDGF+Active	   ribozyme	   o	   +Inactive	   ribozyme	   	   sono	   VSMC	   stimolate	   che	   sono	  
state	   trattate	   con	   il	   ribozima	  attivo	  o	   inattivo.	   (B)	  Attività	   chemotattica	   indotta	  dal	   PDGF-­‐BB	  
sulle	  VSMC.	  Le	  barre	  rappresentano	  la	  media	  ±	  SE	  di	  almeno	  tre	  esperimenti	  indipendenti.	  	  
	  	  
Conseguenze	   funzionali	  del	   silenziamento	  genico:	   la	   fosforilazione	  delle	  
proteine	  
Uno	   studio	   di	   proteomica	   eseguito	   nel	   nostro	   laboratorio,	   ha	   permesso	  
l’identificazione	   di	   34	   proteine	   differenzialmente	   fosforilate	   dopo	   la	  
stimolazione	  di	  colture	  di	  VSMC	  con	  PDGF-­‐BB	  [Boccardi	  et	  al.,	  2007].	  Fra	  queste	  
proteine,	  la	  PDI-­‐A3	  e	  l’HSP-­‐60	  risultano	  consistentemente	  over-­‐fosforilate	  dopo	  
la	  somministrazione	  del	  fattore	  di	  crescita	  ed	  entrambe	  sono	  state	  selezionate	  
per	  la	  validazione	  dei	  nostri	  risultati	  di	  silenziamento.	  
La	   fosforilazione	   della	   PDI-­‐A3	   aumenta	   di	   2,7	   volte	   dopo	   l’attivazione	   ad	  
opera	   di	   PDGF-­‐BB.	   La	   somministrazione	  del	   ribozima	   attivo	   ed	   il	   conseguente	  
silenziamento	   di	   questo	   recettore	   abolisce	   tale	   induzione.	   Questo	   effetto	   è	  
molto	  specifico	  dal	  momento	  che	  il	  trattamento	  con	  il	  ribozima	  inattivo	  mostra	  
un	   profilo	   di	   fosforilazione	   abbastanza	   vicino	   a	   quello	   indotto	   dal	   fattore	   di	  
crescita	   (figura	   51).	   Al	   contrario,	   la	   fosforilazione	   dell’	   HSP-­‐60	   è	  
drammaticamente	  aumentata,	  più	  di	  5	  volte	  rispetto	  al	  campione	  attivato	  e	  più	  
di	  16	  volte	  rispetto	  alle	  cellule	  di	  controllo	  (figura	  51),	  con	  la	  somministrazione	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del	   ribozima	  attivo.	  La	  somministrazione	  del	   ribozima	   inattivo,	   invece,	  sembra	  
ricalcare	  da	  vicino	  l’effetto	  provocato	  dalla	  semplice	  stimolazione	  con	  PDGF-­‐BB.	  	  
	  
 
 
	  
Figura	   51	   Lo	   stato	   di	   fosforilazione	   della	   PDI-­‐A3	   (pannello	   A)	   e	   Hsp-­‐60	   (pannello	   B).	  
Untretated:	   risultati	  ottenuti	  con	  VSMC	  quiescienti;	  PDGF:	  VSMC	  stimolate	  con	  siero	  +	  PDGF-­‐
BB;	   PDGF+active	   ribozyme	   e	   PDGF+inactive	   ribozyme:	   si	   riferiscono	   ai	   risultati	   ottenuti	   da	  
VSMC	   stimolate	   come	   per	   la	   barra	   PDGF	   e	   trattate	   con	   il	   farmaco	   oligonucleotidico	   attivo	   o	  
inattivo.	   	  
OSSERVAZIONI	  CONCLUSIVE	  SUI	  RISULTATI	  OTTENUTI	  
La	   somministrazione	   del	   ribozima	   hammerhead	   per	   il	   silenziamento	   RNA-­‐
dipendente	   del	   gene	   che	   codifica	   il	   recettore	   β	   per	   il	   PDGFinduce	   una	  
significativa	   riduzione	   dell’RNA	   messaggero	   relativo.	   Questo	   trattamento	   è	  
privo	  di	  qualsiasi	  effetto	  tossico	  e	   influenza	   in	  modo	  considerevole	   l’attività	  di	  
segnale	  del	  PDGF-­‐BB	  come	  evidenziato	  dai	   saggi	  biologici.	   Infatti,	   le	  attività	  di	  
proliferazione	   e	   di	   migrazione	   di	   colture	   cellulari	   trattate	   con	   il	   ribozima,	  
valutate	  mediante	   il	   saggio	   di	   riparazione	   del	   taglio,	   diminuiscono	   fino	   ad	   un	  
residuo	   10%.	   La	   specificità	   di	   tale	   silenziamento	   è	   stata	   rafforzata	   dal	  
trascurabile	  effetto	  indotto	  dalla	  corrispondente	  somministrazione	  del	  ribozima	  
inattivo.	  L’analisi	  della	  fosforilazione	  di	  proteine	  distintive	  dello	  stato	  fenotipico	  
delle	  VSMC	  è	  stato	  suggerito	  da	  uno	  studio	  pubblicato	  in	  precedenza[Boccardi	  
et	   al.,	   2007]	   in	   cui	   l’attività	   del	   PDGF-­‐BB	   risulta	   essere	   fortemente	  
condizionante	  del	  profilo	  di	  fosforilazione.	  Fra	  gli	  altri	  fattori,	  le	  proteine	  “heat-­‐
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shock”	   e	   altre	   chaperonine	   erano	   state	   indicate	   come	   attori	   protagonisti	   del	  
rimodellamento	   cellulare	   dopo	   la	   stimolazione	   con	   il	   fattore	   di	   crescita	   ed	  
erano	   state	   indicate	   come	   parte	   attiva	   del	   fenomeno	   di	   comunicazione	  
chiamato	  “inside-­‐out”	   responsabile	  dell’attivazione	  delle	  VSMC	  [Cecchettini	  et	  
al.,	  2007].	  Nello	  specifico,	  l’HSP-­‐60	  e	  la	  PDI-­‐A3	  	  risultano	  di	  particolare	  interesse	  
nella	  verifica	  sperimentale	  del	  nostro	  di	  silenziamento	  genico.	  lL’HSP-­‐60,	  infatti,	  
è	   stata	   strettamente	   associataalla	   malattia	   cardiovascolare	   [Snoeckx	   et	   al.,	  
2001;	  Pockley	  et	  al.,	  2002]	  con	  un	  ruolo	  che	  pare	  suggerire	  un	  coinvolgimento	  
nella	  migrazione	   delle	   VSMC	   [Barazi	   et	   al.,	   2002].	   Inoltre,	   la	   PDI-­‐A3	   potrebbe	  
essere	   connessa	   con	   il	   recettore	   per	   il	   PDGF	   [Hogg	   et	   al.,	   1997]	   e	   potrebbe,	  
dunque	  essere	  correlata	  con	  la	  migrazione	  cellulare.	  
I	  risultati	  ottenuti	  in	  questo	  lavoro	  di	  Tesi	  rivelano	  una	  relazione	  inattesa	  e	  
sorprendente	   fra	   lo	   stimolo	   del	   PDGF	   e	   la	   fosforilazione	   conseguente	   delle	  
proteine	   all’interno	   delle	   VSMC	   fornendo	   informazioni	   aggiuntive	   e	   funzionali	  
allo	  studio	  precedente	  di	  proteomica.	  	  In	  modo	  particolarmente	  interessante	  il	  
silenziamento	   del	   PDGFR-­‐β	   sembra	   innescare	   un	   effetto	   opposto	   sulla	  
fosforilazione	   delle	   due	   proteine	   a	   valle	   della	   cascata	   di	   segnali	   indotti	   dal	  
PDGF-­‐BB.	  Mentre,	  come	  atteso,	  la	  fosforilazione	  della	  PDI-­‐A3	  diminuisce	  dopo	  il	  
silenziamento,	  la	  fosforilazione	  dell’HSP-­‐60	  aumenta	  dopo	  la	  somministrazione	  
del	  ribozima	  inibitore	  	  
Da	   questo	   risultato	   inatteso,	   si	   può	   dedurre	   che,	   benché	   il	   processo	   di	  
attivazione	   stimolato	   dal	   PDGF	   causi	   un	   incremento	   di	   fosforilazione	   sia	   sulla	  
PDI-­‐A3	  che	  sull’	  HSP-­‐60,	  la	  loro	  modulazione	  post-­‐traduzionale	  rivela	  differenzi	  
meccanismi.	  Una	  possibile	   interpretazione	  di	  questi	  dati	  è	  che	  il	  silenziamento	  
del	  PDGFR-­‐β	  causa	  uno	  squilibro	  fra	   i	  diversi	  recettori	  per	   il	  PDGF.	   In	  effetti,	   il	  
recettore	  per	   il	  PDGF	  può	  essere	  sia	  un	  omodimero	  che	  un	  eterodimero	  delle	  
due	   isoforme	  α	   e	   β.	   Dal	  momento	   cheil	   silenziamento	   indotto	   dal	   ribozima	   è	  
specifico	   per	   l’isoforma	   β,	   l’omodimero	   α-­‐α	   potrebbe	   diventare	   il	   recettore	  
principale	   per	   il	   legame	   del	   fattore	   di	   crescita.	   La	   conseguenza	   ipotizzabile	   di	  
questo	   riassortimento	   di	   recettori	   è	   che	   la	   fosforilazione	   della	   PDI-­‐A3,	   dopo	  
attivazione	  delle	  VSMC,	  potrebbe	  dipendere	  dal	  segnale	  innescato	  dai	  recettori	  
contenenti	   	   l’isoforma	   β	   (sensibili	   al	   silenziamento)	   mentre	   la	   fosforilazione	  
dell’HSP-­‐60	   potrebbe	   dipendere	   dai	   recettori	   contenenti	   l’isoforma	   α	   il	   cui	  
segnale	  diverrebbe	  prevalente	  a	  seguito	  della	  rimozione	  dell’isoforma	  β	  (figura	  
52).	  
Il	   modello	   descritto	   in	   questa	   figura	   se	   confermato	   da	   ulteriori	   studi	  
necessari,	  potrebbe	  aprire	  nuove	  attraenti	  prospettive	  negli	  studi	  di	  proteomica	  
funzionale.	   La	   sinergia	   fra	   proteomica	   e	   stumenti	   per	   il	   silenziamento	   genico	  
potrebbe	  permettere	  l’identificazione	  di	  fattori	  chiave	  e	  di	  vie	  di	  propagazione	  
del	  segnale	  dai	  recettori	  caratteristiche	  per	  l’attivazione	  delle	  VSMC	  e	  suggerire	  
la	  presenza	  di	  elementi	  cruciali	  adatti	  per	  la	  valutazione	  diagnostica	  e	  utili	  per	  la	  
pianificazione	  di	  nuove	  strategie	  terapeutiche.	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Figura	   52	   Schema	   raffigurante	   il	   legame	   ipotetico	   fra	   la	   via	   di	   segnale	   del	   PDGF	   e	   la	  
fosforilazione	   di	   proteine.	   I	   recettori	   omo-­‐	   ed	   etero	   dimerici	   mediano	   differenti	   segnali	   che	  
influiscono	   sulla	   fosforilazione	   di	   HSP-­‐60	   e	   PDI-­‐A3.	   Il	   silenziamento	   del	   recettore	   β	   può	  
influenzare	   la	   	   funzionalità	   dei	   recettori	   β-­‐β	   e	   α-­‐β	   di	   legare	   il	   riducendo	   (se	   non	   abolendo	  
completamente)	  la	  via	  del	  PDGFR-­‐β,	  ma	  al	  contrario	  aumentando	  la	  via	  del	  PDGFR-­‐α.	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Sperimentazione	   di	   eritrociti	   ingegnerizzati	   per	   la	   veicolazione	   di	  
farmaci	  oligonucleotidici	  
Inquadramento	   del	   modello	   biologico	   e	   breve	   introduzione	  
all’argomento	  
L’aterosclerosi	   è	   la	   malattia	   più	   diffusa	   e	   la	   prima	   causa	   di	   morte	   nei	   paesi	  
occidentali,	   a	   causa	   della	   parziale	   o	   totale	   ostruzione	   del	   lume	   vasale	   dovuta	   alla	  
formazione	   e	   progressione	   di	   placche	   ateromatose	   e	   dello	   sviluppo	   di	   un	   trombo	   a	  
seguito	   della	   rottura	   della	   placca.	   La	   angioplastica	   percutanea	   transluminare	  
coronarica,	   PCTA	   (Percutaneous	   Transluminal	   Coronary	   Angioplasty),	   è	   il	   tipo	   di	  
intervento	   maggiormente	   utilizzato	   che,	   attraverso	   la	   rimozione	   delle	   ostruzioni,	   si	  
prefigge	  di	  ripristinare	  la	  pervietà	  del	  vaso	  e	  il	  flusso	  sanguigno.	  Sfortunatamente,	  il	  30-­‐
40%	   dei	   pazienti	   sottoposti	   a	   PTCA	   mostrano	   una	   rapida	   riocclusione	   del	   vaso	  
(restenosi),	  a	  seguito	  di	  iperplasia	  delle	  cellule	  della	  parete	  del	  vaso	  con	  la	  formazione	  
di	   un	   nuovo	   strato	   di	   tessuto	   all’interno	   del	   lume	   definito	   neo-­‐intima.	   Lo	   sviluppo	  
tecnologico	  di	  dispositivi	  metallici	  deformabili	  impiantabili	  (stent)	  in	  grado	  di	  assicurare	  
la	  persistenza	  dell’effetto	  dell’angioplastica	  ha	  permesso	  di	  ridurre	  significativamente	  la	  
percentuale	  di	  casi	  di	   restenosi.	  Tuttavia,	  questo	  fenomeno	  è	  ancora	  molto	  frequente	  
ed	  è	  dovuto	  ad	  una	  eccessiva	  risposta	  delle	  cellule	  allo	  stimolo	  verso	  la	  riparazione	  del	  
danno	   parietale	   causato	   dall’angioplastica	   e	   dall’impianto	   dello	   stent.	   L’avvento	   dei	  
drug-­‐eluting	  stents	  (DES),	  ovvero	  stent	  a	  rilascio	  controllato	  di	  farmaco,	  ha	  fornito	  una	  
ulteriore	   considerevole	   riduzione	   dell’incidenza	   della	   restenosi.	   I	   più	   recenti	   dati	  
sperimentali	   e	   clinici,	   collezionati	   negli	   ultimi	   anni	   sui	   drug-­‐eluting	   stents,	   mostrano,	  
tuttavia,	   l’evidenza	  che,	  nonostante	  si	  registri	  una	  riduzione	  nella	  quota	  di	  restenosi,	   i	  
DES	  non	  possono	  evitare	  effetti	  gravi	  come	  trombosi,	   infarto	  del	  miocardio,	  morte.	  La	  
causa	   di	   questi	   eventi	   è	   stata	   attribuita	   agli	   effetti	   collaterali	   a	   lungo	   termine	   dei	  
farmaci	   citostatici	   (principalmente	   rapamicina	   e	   taxolo)	   che,	   non	   essendo	   cellula-­‐
specifici,	   prevengono	  non	   solo	   l’ipertrofia	  delle	   cellule	  muscolari	   lisce	   (effetto	   voluto)	  
ma	   anche	   la	   riparazione	   dell’endotelio	   (effetto	   indesiderato)	   in	   corrispondenza	   del	  
danno	  sulla	  parete	  del	  vaso.	  In	  effetti,	  il	  posizionamento	  dello	  stent	  è	  frequentemente	  
responsabile	  della	  denudazione	  endoteliale,	   della	   rottura	  della	   lamina	  elastica	   e	  della	  
disaggregazione	   della	   matrice	   extracellulare	   [Morice	   et	   al.,	   2002;	   Sousa	   et	   al.,	   2003;	  
Lerman	  et	  al.,	  2006;	  Cook	  et	  al.,	  2009].	  I	  danni	  della	  parete	  causano	  l’esposizione	  delle	  
cellule	  muscolari	   lisce	   vasali	   (VSMC)	   ai	   fattori	   circolanti	   inclusi	   i	   fattori	   di	   crescita,	   le	  
citochine,	  le	  chemochine,	  gli	  agenti	  infiammatori.	  Questa	  serie	  di	  agenti	  innesca	  segnali	  
che	   inducono	  la	  modulazione	  fenotipica	  delle	  VSMC	  che	  acquisiscono	  uno	  stato	  meno	  
specializzato	   caratterizzato	   da	   una	   estesa	   attività	   proliferativa	   e	   di	   migrazione	  
[Cecchettini	   et	   al.,2011].	   A	   causa	   degli	   effetti	   collaterali	   gravi	   spesso	   osservati	   con	   il	  
rilascio	  di	  agenti	  citostatici	  da	  parte	  dei	  DES	  fino	  ad	  oggi	  usati,	  la	  loro	  sicurezza	  è	  stata	  
messa	  in	  discussione.	  	  
Di	   conseguenza,	   l’identificazione	  di	   agenti	   capaci	   di	   bloccare	   in	  modo	   selettivo	   la	  
mobilità	   delle	   sole	   VSMC	   è	   considerato	   di	   massima	   utilità	   contro	   la	   restenosi.	   I	  
meccanismi	   che	   governano	   la	   mobilità	   cellulare	   sono	   rappresentati	   da	   una	   serie	   di	  
eventi	   condivisi	   da	   diverse	   manifestazioni	   patologiche	   quali	   le	   malattie	   oncologiche,	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infiammatorie,	   cardiovascolari	   (aterosclerosi,	   restenosi,	   angiogenesi)[Horwitz	   et	   al.,	  
2003].	   La	   mobilità	   cellulare	   è	   mediata	   da	   un	   complesso	   fenomeno	   di	   di	   interazioni	  
molecolari	   multiple	   fisiche	   e	   chimiche	   sia	   interne	   alla	   cellula	   che	   nell’ambiente	  
circostante	   [Ridley	   et	   al.,	   2003].	   Focalizzandoci	   su	   applicazioni	   terapeutiche	   destinate	  
alla	  restenosi,	  l’azione	  di	  agenti	  che	  mirano	  a	  colpire	  la	  mobilità	  delle	  VSMC	  non	  dovrà	  
interagire	   negativamente	   con	   i	   processi	   fisiologici	   di	   altre	   cellule	   e	   tessuti	   per	   non	  
innescare	   gli	   effetti	   collaterali	   negativi	   descritti	   in	   precedenza	   con	   i	   DES.	   Per	   questo	  
motivo,	  il	  bersaglio	  dell’agente	  terapeutico	  in	  esame	  dovrà	  riguardare	  preferibilmente	  i	  
primi	   momenti	   dell’attivazione	   e	   dovrà	   essere	   colpito	   in	   maniera	   estremamente	  
selettiva.	  	  
In	   questo	   scenario,	   l’approccio	   della	   terapia	   genica	   potrebbe	   rappresentare	   la	  
giusta	  scelta	  potendo	  essere	  selezionato	  verso	  l’inibizione	  di	  bersagli	  specifici	  	  distintivi	  
dei	   diversi	   tipi	   cellulari.	   Gli	   oligonucleotidi	   sintetici	   sono	   largamente	   utilizzati	   per	  
ottenere	  una	  specifica	  perdita	  di	  funzione	  genica	  e	  possono	  risultare	  utili	  sia	  per	  studi	  
molecolari	  che	  	  per	  scopi	  terapeutici.	  Fra	  le	  diverse	  molecole	  a	  base	  oligonucleotidica,	  i	  
decoy	   a	   DNA	   rappresentano	   uno	   strumento	   promettente	   nella	   regolazione	  
dell’espressione	  genica,	  poiché	  agiscono	  a	  livello	  trascrizionale	  [De	  Stefano	  et	  al.,	  2010].	  
I	  decoy,	   infatti,	   sono	  corte	  molecole	  di	  DNA	  a	  doppio	   filamento	  che	  mimano	   il	   sito	  di	  
legame	   dei	   fattori	   di	   trascrizione.	   La	   loro	   somministrazione	   alle	   cellule	   permette	   la	  
rimozione	   competitiva	   dei	   fattori	   di	   trascrizione	   dagli	   elementi	   regolatori	   di	   specifici	  
geni,	  bloccandone	  o	  riducendone	   la	   loro	   trascrizione.	  Colpire	   i	   fattori	  di	   trascrizione	  è	  
una	   strategia	   emergente	   poiché	   si	   tratta	   di	   un’ampia	   classe	   di	   proteine	   cruciali	  
nell’attivazione	   di	   geni	   coinvolti	   in	   patologie	   acute	   e	   croniche	   comprese	   il	   cancro,	   le	  
malattie	   infiammatorie,	   la	  malattia	  cadiovascolare	  [Brennan	  et	  al.,	  2008].	   Il	  blocco	  dei	  
fattori	  di	  trascrizione	  attraverso	  la	  tecnologia	  dei	  decoy	  è	  stata	  recentemente	  descritta	  
in	  modelli	   terapeutici	  di	  malattia	  cardiovascolare.	  La	  somministrazione	  “in	  vivo”	  di	  un	  
decoy	   specifico	   per	   NFkB	   è	   stata	   infatti	   riconosciuta	   capace	   di	   ridurre	   la	   risposta	  
infiammatoria	   e	   l’espressione	   di	   molecole	   di	   adesione	   in	   modelli	   di	   topi	   con	  
aterosclerosi	   [Kim	  et	  al.,	  2010].	   In	  modo	  simile,	   il	   trattamento	  “ex	  vivo”	  con	  un	  decoy	  
per	  Egr-­‐1	  inibisce	  l’iperplasia	  della	  tunica	  intima	  negli	  interventi	  di	  trapianto	  venoso	  nel	  
coniglio	   [Peroulis	   et	   al.,	   2010]¸	   inoltre,	   l’inibizione	   dell’iperplasia	   dell’intima	   è	   stata	  
descritta	  anche	  a	  seguito	  della	  somministrazione	  del	  decoy	  Egr-­‐1	  nel	  modello	  di	  danno	  
da	  endoscopia	  nel	  topo[Han	  et	  al.,	  2010].	  
La	  sfida	  da	  affrontare	  nell’attuazione	  di	  una	  terapia	  genica	  a	  base	  di	  oligonucleotidi	  
sintetici	   è	   dovuta	   soprattutto	   alle	   difficoltà	   nell’internalizzazione	   cellulare	   degli	  
oligonucleotidi	   e	   alla	   loro	   breve	   persistenza	   nei	   fluidi	   biologici.	   La	   ricerca	   di	   base	   è	  
dunque	  chiamata	  a	  superare	  queste	  difficoltà	  attraverso	  la	  progettazione	  e	  la	  convalida	  
dell’efficienza	  di	  dispositivi	  molecolari	  di	  veicolazione	  e	  rilascio	  dei	  farmaci	  genetici.	  
Infatti,	  il	  successo	  di	  qualsiasi	  trattamento	  medico	  dipende	  non	  solo	  dalle	  proprietà	  
farmacocinetiche	   e	   farmacodinamiche	   dell’agente	   terapeutico,	  ma	   in	   un	   discorso	   più	  
ampio,	  dalla	  biodisponibilità	  nel	   sito	  d’azione	   [Allen	  et	  al.,	  2004;	  Aghiotri	  et	  al.,	  2004;	  
Aminabhavi	  et	  al.,	  2001;	  Roney	  et	  al.,	  2005].	  Numerosi	  sistemi	  per	  il	  rilascio	  di	  farmaci,	  
DDS	   (drug	   delivery	   systems),	   	   sono	   stati	   progettati	   per	   incrementare	   le	   proprietà	  
farmacologiche	   e	   terapeutiche	   di	   farmaci	   somministrati	   per	   via	   parenterale.	  
	   120	  
Recentemente,	   sono	   stati	   sviluppati	   nuovi	   sistemi	   di	   veicolazione	   su	   base	   cellulare.	  
Infatti	  l’uso	  di	  cellule	  come	  veicoli	  terapeutici	  ha	  portato	  alla	  realizzazione	  di	  un	  nuovo	  
approccio	   strategico	   nel	   campo	   della	   veicolazione	   [Pierigè	   et	   al.,2008;	   Cestmir	   2008;	  
Gorantla	   et	   al.,	   2006;	   Studeny	   et	   al.	   2002	   e	   2004].	   I	   veicoli	   su	   base	   cellulare	   sono,	  
infatti,	  particolarmente	  affascinanti	  per	  il	  trasferimento	  di	  agenti	  terapeutici,	  che	  hanno	  
una	   breve	   emivita,	   una	   scarsa	   penetrazione	   tissutale	   e	   che	   vengono	   rapidamente	  
inattivati	  una	  volta	  che	  vengono	  introdotti	  “in	  vivo”.	  E’	  noto	  che	  i	  sistemi	  di	  veicolazione	  
basati	  sulle	  cellule	  possiedono	  numerosi	  vantaggi	  tra	  cui	  i	  prolungati	  tempi	  di	  rilascio,	  il	  
direzionamento	   del	   farmaco	   in	   compartimenti	   cellulari	   specializzati,	   l’elevata	  
biocompatibilità,	   pertanto	   rappresentano	   una	   prospettiva	   sicuramente	   attraente	   da	  
potere	  applicare	  in	  diversi	  ambiti	  clinici.	  	  	  
Il	  comportamento	  delle	  cellule	  sanguigne,	  come	  sistema	  di	  veicolazione	  per	  diverse	  
classi	   di	   molecole	   (proteine,	   DNA,	   RNA,	   enzimi,	   peptidi	   e	   altri),	   è	   stato	   ampiamente	  
studiato	   le	  cui	  proprietà	   rendono	  tale	  approccio	  unico	  e	  di	   larga	  utilità	   [Hamidi	  et	  al.,	  
2002;	   Rossi	   et	   al.,2005;	   Provotorov,	   2009].	   Di	   recente,	   nel	   tentativo	   di	   aumentare	   il	  
direzionamento	  e	   l’efficacia	  nel	  rilascio	   intracellulare	  dei	  composti	   terapeutici	  a	   livello	  
delle	  cellule	  bersaglio,	  è	  stato	  sviluppato	  un	  innovativo	  sistema	  basato	  sugli	  eritrociti	  e	  
controllato	   dall’applicazione	   di	   appropriati	   campi	   magnetici	   [PCT	   Patent	   2010].	   Un	  
recentissimo	   sviluppo	   di	   questo	   tipo	   di	   veicolo	   prevede,	   oltre	   all’incapsulamento	   del	  
farmaco	  e	  di	  particelle	  superparamegnetiche	  all’interno	  dell’eritrocita,	   l’inserimento	  al	  
livello	   della	   membrana	   citoplasmatica	   di	   una	   proteina	   fusogenica	   di	   origine	   virale.	  
Questo	   nuovo	   sistema	   denominato	   EMHV	   (Erythro-­‐Magneto-­‐HA	   Virosomes)	   ha	   la	  
possibilità	  di	  essere	   localizzato	  nel	   sito	  di	   interesse	   sotto	   il	   controllo	  magnetico	  e	   che	  
possiede	  una	  alta	   capacità	  di	   fondersi	   con	   le	   cellule	  bersaglio.	  È	   stato	  dimostrato	  che	  
questo	   tipo	   di	   veicolo,	   applicato	   in	   campo	   oncologico,	   è	   capace	   di	   	   aumentare	   la	  
biodisponibilità	   del	   farmaco	   al	   sito	   d’azione,	   migliorando	   dunque	   la	   farmacocinetica	  
[Cinti	  et	  al.,	  2011].	  	  
Questo	   nuovo	   sistema	   basato	   sugli	   eritrociti,	   oltre	   alle	   neoplasie,	   può	   essere	   di	  
utile	  applicazione	  	  in	  diversi	  campi	  clinici	  come	  nelle	  manifestazioni	  pato-­‐fisiologiche	  a	  
livello	   cardiovascolare,	   poiché	   gli	   eritrociti	   sono	   potenzialmente	   biocompatibili	   per	  
diverse	   sostanze	   bioattive,	   tra	   cui	   farmaci,	   pro-­‐farmaci,	   enzimi,	   oligonucleotidi	   e	  
peptidi.	  
Il	  lavoro	  descritto	  in	  questo	  capitolo,	  ha	  riguardato	  	  una	  strategia	  per	  la	  perdita	  di	  
funzione	   decoy-­‐dipendente	   avente	   come	   bersaglio	   il	   fattore	   di	   trascrizione	   Elk-­‐1.	   Il	  
decoy	   che	   è	   stato	   usato	   è	   un	   DNAa	   singolo	   filamento	   lungo	   56	   nucleotidi	   che	   si	  
struttura	   spontaneamente	   per	   ricostituire	   il	   sito	   di	   consenso	   di	   legame	   a	   doppio	  
filamento	  per	  il	  fattore	  di	  trascrizione	  Elk-­‐1	  [Janknecht	  et	  al.,	  1992].	  	  
La	   scelta	   di	   inibire	   per	   competizione	   l’azione	   del	   fattore	   di	   trascrizione	   Elk-­‐1	   è	  
motivata	  dal	  suo	  accettato	  ruolo	  nel	  rimodellamento	  fenotipico	  delle	  VSMC	  attraverso	  
la	   co-­‐attivazione	   di	   SRF	   [Tamana	   et	   al.,	   2008]	   e	   la	   regolazione	   di	   geni	   coinvolti,	   fra	  
l’altro,	   nella	   migrazione	   cellulare.	   Infatti,	   Elk-­‐1	   è	   coinvolto	   nella	   trascrizione	   della	  
metalloproteinasi	   di	   tipo	   2	   e	   dunque	   ha	   un	   ruolo	   importante	   nella	   migrazione	   delle	  
VSMC	   [Mahmoodzadeh	   et	   al.,	   2010].	   Il	   decoy	   sintetico	   è	   stato	   incapsulato	   all’interno	  
degli	  EMHV	  di	  origine	  porcina	  allo	  scopo	  di	  essere	  veicolato	  in	  colture	  primarie	  di	  VSMC	  
ottenute	   da	   espianto	   da	   coronaria	   di	   maiale	   quale	   modello	   “in	   vitro”	   di	   possibili	  
manifestazioni	   pato-­‐fisiologiche,	   inclusa	   la	   restenosi.	  Nel	   capitolo	   verranno	   trattati	   gli	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effetti	   della	   somministrazione	   del	   decoy	   e	   verranno	   analizzati	   i	   potenziali	   sviluppi	  
terapeutici	  di	  applicazione	  al	  tessuto	  vascolare.	  
	  
	  
Incorporazione	  del	  decoy	  Elk-­‐1	  nel	  sistema	  di	  veicolazione	  EMHV	  
	  Gli	  eritrociti	  che	  le	  cellule	  muscolari	  lisce	  di	  coronaria	  (VSMC)	  sono	  stati	  isolati	  dal	  
sangue	   periferico	   di	   animale	   da	   esperimento	   (maiale)	   nell’osservanza	   di	   accordi	  
ministeriali	  sulla	  limitazione	  dell’uso	  degli	  animali	  e	  nel	  rispetto	  delle	  normative	  etiche	  
che	  regolano	   le	  modalità	  dei	  trattamenti.	  La	  scelta	  di	   isolare	  eritrociti	  di	  maiale	  da	  un	  
prelievo	   di	   sangue	   venoso	   è	   stata	   determinata	   dalla	   necessità	   di	   ottenere	   un	   veicolo	  
singenico	  compatibile	  con	  il	  modello	  cellulare	  delle	  colture	  primarie	  di	  VSMC	  di	  maiale	  
e	  con	  le	  future	  auspicabili	  sperimentazioni	  “in	  vivo”	  nell’animale.	  Il	  DNA-­‐decoy	  sintetico	  
è	   stato	   incorporato	   all’interno	   degli	   eritrociti	   di	   maiale	   con	   il	   metodo	   sviluppato	   dal	  
gruppo	  della	  dottoressa	  Cinti,	   Istituto	  di	  Fisiologia	  Clinica	  del	  Consiglio	  Nazionale	  delle	  
Ricerche,	   Sezione	  di	   Siena	   [26].	   Tale	  protocollo	  prevede	   la	   separazione	  degli	   eritrociti	  
attraverso	   sedimentazione	   in	   gradiente	   di	   densità	  mediante	   centrifugazione.	   I	   globuli	  
rossi	   dopo	   la	   centrifugazione	  nell’apposito	  mezzo	  di	   separazione	   	   vengono	   recuperati	  
nello	  strato	   inferiore.	  Una	  volta	  recuperati,	  gli	  eritrociti	  sono	  sottoposti	  a	  trattamento	  
con	   un	   apposito	   tampone	   ipotonico	   che	   induce	   l’apertura	   dei	   pori	   di	  membrana	   e	   la	  
conseguente	   fuoriuscita	   di	   buona	   parte	   del	   contenuto	   citoplasmatico.	   In	   queste	  
condizioni,	  con	   i	  pori	  aperti,	   i	  globuli	   rossi	  vengono	  messi	   in	  contatto,	   in	  sospensione,	  
con	   i	   tre	  elementi	   chiave	  del	   sistema:	  1)	   il	   farmaco	  costituito	  dal	  DNA-­‐decoy	  marcato	  
con	   la	   Fluoresceina	   (utile	   per	   seguirne	   il	   direzionamento	   e	   la	   localizzazione),	   2)	   le	  
nanoparticelle	  magnetiche	  (necessarie	  per	  il	  direzionamento,	  in	  questo	  caso	  sono	  state	  
usate	   delle	   nanoparticelle	  marcate	   con	   la	   Rodamina)	   e	   3)	   	   la	   proteina	   di	   membrana	  
emagglutinina	  del	  virus	  dell’influenza,	  HA	  (utile	  per	  favorire	  l’interazione	  fra	  eritrociti	  e	  
membrana	  della	  cellula	  bersaglio),	  il.	  Dopo	  questa	  fase	  di	  “riempimento”	  degli	  eritrociti,	  
segue	  la	  fase	  di	  chiusura	  e	  sigillamento	  della	  membrana	  dei	  globuli	  rossi.	  
Per	   determinare	   la	   quantità	   di	   decoy	   incorporato	   negli	   EMHV,	   è	   stato	   usato	   un	  
oligonucleotide	  marcato	  con	  la	  Fluoresceina.	  Una	  frazione	  degli	  eritrociti	  ingegnerizzati	  
è	   stata	   sottoposta	   a	   lisi	   tramite	   il	   trattamento	   con	   un	   apposito	   tampone	   e	   il	   lisato	  
ottenuto,	   dopo	   opportuna	   filtrazione	   per	   eliminare	   le	   impurità,	   e	   stato	   analizzato	  
mediante	  	  cromatografia	  HPLC	  a	  scambio	  anionico.	  L’acquisizione	  del	  cromatogramma	  
è	  avvenuta	  sia	  a	  633	  nm,	  lunghezza	  d’onda	  specifica	  per	  la	  fluoresceina;	  che	  a	  260	  nm,	  
canale	   appropriato	   per	   la	   rilevazione	   dell’oligonucleotide.	   La	   figura	   XXmostra	   la	  
sovrapposizione	  dei	  cromatogrammi	  ottenuti	  alle	  due	   lunghezze	  d’onda	  selezionate.	   Il	  
profilo	   dell’assorbimento	   dovuto	   alla	   molecola	   di	   marcatura,	   registrato	   a	   633	   nm,	   è	  
stato	   utilizzato	   	   per	   l’identificazione	  dell’oligonucleotide	   la	   cui	   quantificazione	   è	   stata	  
eseguita	   usando	   la	   corrispondente	   area	   registrata	   a	   260	   nm.	   La	   quantità	   di	  
oligonucleotide	   contenuto	   negli	   EMHV	   è	   stata	   calcolata	   per	   interpolazione	   con	   una	  
curva	  di	   calibrazione	   standard	  ottenuta	  utilizzando	  differenti	   e	   definite	  quantità	  della	  
soluzione	  dell’oligonucleotide.	  Il	  contenuto	  assoluto	  del	  decoy	  Elk-­‐1	  nel	  lisato	  ottenuto	  
a	   partire	   da	   	   2*109	   EMHV	   è	   stato	   di	   0,69	   nmol.	   Poiché	   la	   quantità	   iniziale	   di	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oligonucleotide	  messa	  in	  contatto	  con	  gli	  eritrociti	  era	  stata	  di	  60	  nmol,	  la	  percentuale	  
incorporata	  è	  pari	  all’	  1,15	  %.	  
Questo	  tipo	  di	  analisi	  ci	  da	  dunque	  una	  duplice	  informazione:	  quantitativa,	  perché	  
permette	   quantificazione	   una	   stima	   assoluta	   dell’oligonucleotide	   incorporato	   e	   la	  
percentuale	   di	   efficienza	   nell’incorporazione;	   e	   qualitativa	   perché	   l’andamento	   del	  
cromatogramma	   fornisce	   informazioni	   circa	   la	   qualità	   dell’oligonucleotide,	   indicando	  
l’assenza	  di	   fenomeni	  di	  degradazione	  teoricamente	  possibili	  all’interno	  dell’eritrocita.	  
Infatti,	   in	   questo	   caso,	   non	   vengono	   evidenziati	   picchi	   relativi	   a	   sequenze	   più	   corte	  
magari	  prive	  di	  marcatore	  fluorescente.	  
	  
Figura	  53	  Separazione	  in	  cromatografia	  a	  scambio	  ionico	  del	  decoy	  Elk-­‐1.	  Il	  profilo	  superiore,	  in	  
grigio	   chiaro	   corrisponde	   al	   canale	   a	   260	   nm,	   con	   cui	   è	   possibile	   verificare	   l’integrità	  
dell’oligonucleotide;	   il	   profilo	   inferiore,	   in	   nero,	   riporta	   l’assorbanza	   a	   633	   nm,	   relativa	   al	  
cromoforo	  fluoresceina.	  	  
	  
Incorporazione	  degli	  EMHV	  in	  VSMC	  
L’endocitosi	  degli	  EMHV	  e	  il	  rilascio	  del	  decoy	  contro	  Elk-­‐1	  all’interno	  delle	  VSMC	  di	  
origine	  porcina	  è	   stato	  verificando	  monitorando	   l’internalizzazione	  dei	  due	  cromofori:	  
la	   fluoresceina	   legata	   all’oligonucleotide,	   e	   la	   rodamina	   legata	   alle	   nanoparticelle	  
magnetiche.	  
Dopo	  6,	  48,	  96	  ore	  di	  incubazione	  degli	  eritrociti	  ingegnerizzati	  con	  le	  cellule	  VSMC,	  
è	   stata	   eseguita	   un’analisi	   al	   microscopio	   confocale	   per	   osservare,	   nel	   tempo,	   la	  
dinamica	  dell’internalizzazione	  degli	  EMHV.	  Le	   immagini	  ottenute	  sono	  riportate	  nelle	  
figura	   54	   Le	   zone	   rosse	   e	   verdi	   dovute	   alla	   presenza	   dei	   due	   diversi	   cromofori	   è	  
evidenziata	  nel	  citoplasma	  già	  dopo	  6	  ore	  testimoniando	  l’ingresso	  delle	  nanoparticelle	  
marcate	   con	   la	   rodamina	   e	   dell’oligonucleotide	   Elk-­‐1	   marcato	   con	   la	   fluoresceina.	   A	  
tempi	  più	   lunghi,	   24	  e	  96	  ore	   (pannelli	  C	  e	  D	  della	   figura	  54),	   le	  VSMC	  mostrano	  una	  
fluorescenza	  più	  spiccata.	  È	  da	  sottolineare	  che,	  mentre,	  come	  atteso,	  le	  nano	  particelle	  
rimangono	  disposte	  in	  granuli	  di	  fluorescenza	  rossa,	  il	  DNA-­‐decoy	  acquisisce	  nel	  tempo	  
una	   fluorescenza	  che	  risulta	  più	  diffusa	   in	   tutto	   il	   citoplasma.	  Questo	   fatto	  suggerisce	  
che	   gli	   EMHV	   sono	   in	   grado	   di	   passare	   agevolmente	   la	   membrana	   plasmatica	   e	   di	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rilasciare	   il	  decoy	  oligonucleotidico	  all’interno	  delle	  cellule	  bersaglio	  che	  appare	  libero	  
di	  diffondere	  nel	  citoplasma.	  
	  
	  
Figura	   54	   Immagini	   al	   microscopio	   confocale	   delle	   VSMC.	   LE	   zone	   blu	   sono	   dovute	   alla	  
colorazione	   con	   il	   DAPI.	   Il	   riquadro	   1rappresenta	   le	   cellule	   di	   controllo	   non	   trattate.	   I	  
panelli	   2,	   3,	   mostrano	   l’interanalizzazione	   della	   fluorescenza	   6,	   48,	   e	   96	   dopo	  
iltrattamento.	   Le	   zone	   rosse	   identificano	   le	  nanoparticelle	   superparamagnetiche,	  quelle	  
verdi	   descrivono	   la	   disposizione	   del	   decoy	   oligonucleotidico	   all’interno	   della	   cellula:	   la	  
fluorescenza	  verde	  tende	  a	  essere	  più	  diffusa	  con	  il	  passare	  del	  tempo.	  
	  
	  
	  
Effetto	   della	   veicolazione	   del	   decoy	   per	   Elk-­‐1	   nella	   proliferazione	   delle	  
VSMC	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Poiché	   il	   fattore	   di	   trascrizione	   Elk-­‐1	   è	   coinvolto	   nella	   cascata	   del	   segnale	   che	  
promuove	   sia	   la	   proliferazione	   che	   la	   migrazione	   cellulare,	   abbiamo	   verificato	   e	  
studiato	   gli	   effetti	   della	   perdita	   di	   funzione	   decoy-­‐dipendente	   di	   Elk-­‐1	   sulla	  
proliferazione	  della	  VSMC.	  La	  veicolazione	  è	  avvenuta	  attraverso	   l’impiego	  di	  EMHV	  e	  
per	  confronto,	  con	  un	  metodo	  classico,	  utilizzando	  la	  polietilenimmina	  (PEI).	  
Le	   VSMC	   sono	   state	   dunque	   trattate	   con	   il	   decoy	   contro	   Elk-­‐1	   caricato	   negli	  
eritrociti	   ingegnerizzati	   (EMVHs	  Elk-­‐1)	  o	   coniugato	  elettrostaticamente	   con	   la	  PEI	   (PEI	  
Elk-­‐1).	   Colture	   parallele	   di	   VSMC	   sono	   inoltre	   state	   trattate	   con	   eritrociti	   “ghost”	  
(EMVHs	   control),	   cioè	   privi	   del	   farmaco	   oligonucleotidico,	   e	   con	   PEI	   (PEI	   control)	   in	  
modo	   da	   avere	   campioni	   di	   controllo.	   Ogni	   24	   ore	   le	   cellule	   sono	   state	   staccate,	  
raccolte	  e	  contate.	  
I	   risultati	   sono	   mostrati	   nella	   figura	   55.	   La	   curva	   di	   proliferazione	   delle	   cellule	  
trattate	   con	   gli	   EMHV	   contenenti	   il	   decoy	   oligonucleotidico	   contro	   Elk-­‐1	   è	  
pesantemente	   influenzata	   dal	   farmaco,	   mostra	   infatti	   una	   notevole	   riduzione	   nella	  
crescita	  variabile	  fra	  il	  40	  e	  il	  50%	  a	  secondo	  del	  tempo	  preso	  in	  esame.	  Il	  confronto	  è	  
stato	  effettuato	  paragonando	   la	   curva	  di	   crescita	  ottenuta	  dalle	   cellule	   trattate	   con	   il	  
DNA-­‐decoy	  con	  quella	  registrata	  per	  le	  cellule	  trattate	  con	  gli	  EMHV	  “ghost”.	  
La	  figura	  XX	  riporta	  le	  analoghe	  curve	  di	  proliferazione	  ottenute	  da	  cellule	  trattate	  
con	  il	  decoy	  Elk-­‐1	  somministrato	  con	  la	  PEI	  (PEI	  Elk-­‐1).	  
È	  da	  sottolineare	  la	  considerevole	  efficienza	  degli	  EMHV	  nel	  veicolare	  il	  DNA-­‐decoy	  
rispetto	   alla	   più	   convenzionale	   PEI.	   Inibizioni	   equivalenti	   del	   grado	   di	   proliferazione,	  
attorno	   al	   50%	   al	   2°	   e	   3°	   giorno	   dopo	   il	   trattamento,	   sono	   state	   ottenute	  
somministrando,	   infatti,	   concentrazioni	   assolute	   di	   decoy	   estremamente	   diverse:	   40	  
pmol	  nel	  caso	  degli	  EMHV	  contro	  800	  pmol	  nel	  caso	  della	  PEI	  (rapporto	  1:20).	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Figura	  55	  Effetti	  della	  somministrazione	  del	  decoy	  sull’attività	  di	  proliferazione	  delle	  VSMC.	   Il	  
pannello	   A	   mostra	   i	   risultati	   del	   saggio	   di	   proliferazione:	   il	   campione	   “untreated”	   si	  
riferisce	   alle	   cellule	   non	   trattate,	   il	   campione	   “EMHVs	   control”	   alle	   cellule	   trattate	   con	  
eritrociti	  non	  carichi	  e	  il	  campione	  “EMHVs	  Elk-­‐1”	  alle	  cellule	  trattate	  con	  40	  pmoldi	  Elk-­‐1	  
caricato	  sugli	  EMHV.	  Il	  pannello	  B	  mostra	  invece	  i	  campioni	  trattati	  con	  800	  pmol	  di	  decoy	  
veicolato	  dalla	  PEI.	  
	  
	  
Effetto	  del	  decoy	  per	  Elk-­‐1	  nell’	  attività	  migratoria	  
La	  competizione	  specifica	   fra	   il	   fattore	  di	   trascrizione	  Elk-­‐1	  e	   il	  DNA-­‐decoy	  contro	  
Elk-­‐1	   è	   stato	   inoltre	   stimato	   	   osservando	   l’abilità	   migratoria	   delle	   cellule	   VSMC.	   Le	  
colture,	  coltivate	  fino	  al	  70%	  di	  confluenza	  sono	  state	  incubate	  per	  24	  ore	  con	  gli	  EMHV	  
contenenti	  il	  decoy.	  Dopo	  la	  rimozione	  di	  un	  inserto	  speciale	  appositamente	  progettato	  
per	   fornire	   nella	   piastra	   un’area	   regolare	   di	   divisione	   fra	   le	   cellule	   (taglio),	   le	   colture	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sono	   state	   incubate	   in	   un	   terreno	   completo	   e	   lasciate	   migrare	   per	   24	   ore.	   Un	  
programma	  dedicato	  permette	  l’analisi	  della	  superficie	  della	  piastra	  e	  la	  quantificazione	  
della	  riparazione	  del	  taglio.	  I	  e	  i	  risultati	  ottenuti	  sono	  illustrati	  nella	  figura	  56.	  
Come	  si	  può	  osservare,	  il	  DNA-­‐decoy	  contro	  Elk-­‐1	  induce	  una	  consistente	  riduzione	  
dell’attività	  migratoria	  delle	  VSMC	  pari	  al	  55%	  (EMHVs	  Elk-­‐1)	  mentre	  le	  cellule	  trattate	  
con	   gli	   eritrociti	   “ghost”(EMHVs	   Elk-­‐1)	   non	   presentano	   differenze	   significative	   dalle	  
colture	  non	  trattate	  in	  termini	  di	  superficie	  neo	  colonizzata.	  
	  
Figura	  56	  Effetto	  della	  somministrazione	  di	  decoy	  Elk-­‐1	  sulla	  capacità	  migratoria	  delle	  VSMC.	  La	  
barra	  “untreated”	  rappresenta	  le	  cellule	  non	  trattate,	  la	  barra	  “EMHV	  control“	  gli	  EMHV	  
ghost	  	  e	  la	  barra	  “EMHVs	  Elk-­‐1”	  gli	  EMHV	  caricati	  con	  il	  decoy	  Elk-­‐1.	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OSSERVAZIONI	  CONCLUSIVE	  SUI	  RISULTATI	  OTTENUTI	  
Partendo	   dalla	   conoscenza	   dei	   DNA-­‐decoy	   come	   uno	   strumento	   molecolare	  
potente	   in	   grado	   di	   inibire	   l’azione	   di	   fattori	   di	   trascrizione	   causando	   la	   perdita	   di	  
funzione	   di	   uno	   o	   più	   geni	   [Brennan	   et	   al.,	   2008],	   in	   questo	   lavoro	   abbiamo	   potuto	  
dimostrare	  l’efficacia	  del	  decoy	  contro	  il	  fattore	  di	  trascrizione	  Elk-­‐1	  in	  colture	  di	  cellule	  
VSMC.	  L’originalità	  di	  questo	  risultato	  effettuato	  su	  cellule	  in	  coltura,	  non	  certo	  il	  primo	  
con	  DNA-­‐decoy,	  si	  basa	  sul	  fatto	  di	  aver	  individuato	  come	  bersaglio	  contro	  l’attivazione	  
delle	  VSMC	  il	  fattore	  Elk-­‐1	  e	  di	  essere	  stato	  ottenuto	  utilizzando	  un	  innovativo	  sistema	  
di	   rilascio	   basato	   sugli	   eritrociti	   chiamati	   EMHV	   (Erythro-­‐Magneto-­‐HA	   Virosome)	  
[Brennan	   et	   al.,2010].	   A	   causa	   delle	   sua	   proprietà	   fusogenica,	   questo	   sistema	   di	  
veicolazione	   si	   è	   dimostrato	   molto	   efficiente	   nel	   rilasciare	   il	   farmaco	   direttamente	  
all’interno	  della	  cellula	  bersaglio,	  aumentandone	  la	  biodisponibilità	  in	  confronto	  ad	  altri	  
sistemi	  di	  veicolazione	  [Cinti	  et	  al.,	  2011].	  I	  risultati	  illustrati	  in	  questo	  capitolo	  a	  carico	  
sia	   della	   proliferazione	   che	   della	  migrazione	   delle	   cellule	  muscolari	   lisce	   di	   coronaria	  
rappresentano	  una	  tappa	  importante	  verso	  la	  terapia	  della	  restenosi,	  infatti	  dimostrano	  
come	  Elk-­‐1	  sia	  un	  bersaglio	  terapeutico	  utile	  e	  che	  gli	  EMHV	  un	  veicolo	  molto	  efficace	  e	  
promettente.	   Questo	   binomio	   farmaco/veicolo,	   infatti,	   apre	   le	   porte	   alla	   successiva	  
sperimentazione	   in	  modelli	   di	   restenosi	   nell’animale	   (in	   particolare	   il	   maiale)	   ove,	   in	  
virtù	  della	   localizzazione	  magnetica	  guidata,	   si	   può	  progettare	  di	   concentrare	   l’azione	  
terapeutica	  proprio	  là	  dove	  necessaria.	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Materiali	  e	  Metodi	  	  
Oligonucleotidi:	  sequenze,	  sintesi	  e	  purificazione	  
Lo	  studio	  della	  sequenza	  bersaglio	  all’interno	  dell’mRNA	  bersaglio	  PDGFR-­‐β	  
[numero	  di	  accesso	  della	  sequenza	  AF347050S1]	  e	  la	  progettazione	  del	  relativo	  
ribozima	   sono	   stati	   eseguito	   in	   accordo	   al	   metodo	   predittivo	   sviluppato	  
appositamente	  allo	  scopo	  [Mercatanti	  et	  al.,	  2002,	  2012].	  	  
Le	   sequenze	   progettate	   sono	   state:	   per	   il	   ribozima	   hammerhead	  minimal	  
attivo,	   5’	  UCC	  UUG	  CUG	  AUG	  AGG	  CCG	  AAA	  GGC	  CGA	  AAC	  CAU	  AU	  3’,	   per	   il	  
ribozima	  hammerhead	  minimal	   inattivo,	  5’	  UCC	  UUG	  CUA	  AUG	  AGG	  CCG	  AAA	  
GGC	  CGA	  AAC	  CAU	  AU	  3’,	  e	  il	  corto	  substrato	  di	  mRNA,	  5’	  GUC	  AUA	  UGG	  UUC	  
AAG	   GAC	   AAC	   3’,	   contente	   la	   tripletta	   di	   taglio	   GUU	   corrispondente	   alle	  
posizioni	   288-­‐290.	   La	   sintesi	   è	   stata	   eseguita	   sfruttando	   la	   chimica	   delle	  
fosforoammiditi	   in	  un	  sintetizzatore	  AB	  3400	  synthesizer	   (Applied	  Biosystems)	  
usando	   protocolli	   di	   appaiamento	   adattati	   allo	   scopo.	   I	   prodotti	   grezzi	   sono	  
stati	  deprotetti	  per	  trattamento	  con	  2	  mL	  di	  una	  miscela	  1:3	  (v/v)	  di	  etanolo	  e	  
ammoniaca	   al	   33%(Sigma	   Aldrich)	   a	   55°C	   per	   12	   h	   e	   poi	   concentrati	   fino	   a	  
secchezza.	  I	  prodotti,	  sono	  stati	  poi	  purificati	  utilizzando	  la	  cromatografia	  HPLC	  
semipreparativa	  a	  scambio	  anionico	  su	  colonna	  1.6x10	  cm	  Source®	  15Q	  column	  
(GE	  Healthcare)	  con	  eluizione	  a	  6	  mL/min	  con	  un	  gradiente	  lineare	  di	  30	  min	  da	  
0.25	  a	  0.75M	  NaCl	  in	  tampone	  20mM	  TRIS-­‐HCl	  a	  pH	  9.0	  addizionato	  con	  il	  10%	  
acetonitrile	   (v/v)	   e	   registrato	   a	   260	   nm.	   La	   frazione	   corrispondente	   al	   picco	  
principale	  è	   stata	   raccolta,	  e	  purificata	  dai	   sali	  attraverso	  cromatografia	  di	  gel	  
filtrazione	   in	  colonna	  Sephadex	  G25	  eluendo	  con	  acqua	  sterile	  e	  monitorando	  
sia	   l’assorbanza	   a	   254	   nm	   che	   la	   conduttività.	   Il	   prodotto	   liofilizzato	   è	   stato	  
trattato	   con	   una	   soluzione1:3	   (v/v)	   solution	   diN,N-­‐dimetilformammide	   e	  
trietilammine	  triidrofluoruro	  (Sigma	  Aldrich)	  per	  rimuovere	  il	  gruppo	  protettore	  
tetrabutil-­‐dimetil-­‐silile	   dall’ossigeno	   in	   posizione	  2’	   sullo	   zucchero.	   Il	   prodotto	  
ottenuto,	   purificato	   dai	   sali,	   è	   stato	   quantificato	   misurandone	   l’assorbanza	   a	  
260	  nm	  in	  unospettrofotometro	  UV-­‐VIS	  (FluoSTAR).	  È	  stato	   inoltre	  sintetizzato	  
l’OligoFun	  oligonucleotide	  da	  25	  nucleotidi	  marcato	  con	  la	  fluoresceina,	  grazie	  
all’utilizzo	   di	   un’apposita	   colonnina	   appositamente	   marcata.	   Tale	   molecola	   è	  
stata	   sintetizzata	   avvalendosi	   dei	   protocolli	   standard	   ed	   è	   stata	   utilizzata	   per	  
valutare	  l’efficienza	  del	  veicolo.	  	  
	  
Misure	  in	  vitro	  delle	  costanti	  cinetiche	  
È	   stato	   messo	   a	   punto	   un	   saggio	   cinetico	   in	   condizioni	   di	   “multiple	  
turnover”	   in	   condizioni	   standard	   (37°C,	   pH	   7.4,	   [Mg+2]=10	   mM)	   usando	  
differenti	  rapporti	  fra	  ribozima	  e	  substrato	  (1:10,	  1:40,	  1:120,	  1:180).	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Sono	  state	  preparate	  separatamente	  una	  soluzione	  stock	  2	  µM	  di	  ribozima	  
e	  soluzioni	  di	  substrato	  alle	  concentrazioni	  di	  20	  μM,	  80	  μM,	  240	  μM,	  360	  μM	  di	  
substrato,	   in	   un	   tampone	   di	   reazione	   contenente	   10	   mM	   MgCl2,	   e	   dunque	  
riscaldato	   a	   95°C	   per	   2	   minuti	   in	   modo	   da	   denaturare	   tutte	   le	   strutture	  
secondarie	  delle	  molecole	  di	  RNA.	  
Le	   reazioni	  di	   taglio	   iniziano	  per	  aggiunta	  di	  quantità	   costante	  di	   ribozima	  
alla	  soluzione	  di	  substrato	  a	  37°C.	  A	  intervalli	  prefissati	  di	  tempo(1',	  2',	  3',	  6',	  9',	  
12',	  15',	  20')	  vengono	  prelevate	  aliquote	  della	  miscela	  di	  reazione	  e	  la	  reazione	  
di	   taglio	   è	   fermata	   per	   aggiunta	   di	   EDTA	   50mM	   EDTA	   necessario	   per	  
complessare	  il	  Mg+2che	  coadiuva	  l’attività	  del	  ribozim.	  Le	  aliquote	  raccolte	  sono	  
stata	   analizzate	   tramite	   cromatografia	   a	   scambio	   ionico	   usando	   una	   colonna	  
4x250mm	   DNA-­‐Pac®	   PA-­‐200	   (DIONEX).	   Le	   corse	   sono	   state	   eseguite	   si	   un	  
apparato	  “serie	  200”	   (Perkin	  Elmer)	  a	  50°C	  con	  un	   flusso	  di	  1	  mL/min	  per	   	  30	  
min	   usando	   un	   gradiente	   lineare	   da	   100	   a	   340	   mM	   sdi	   perclorato	   di	   sodio	  
(Sigma-­‐Aldrich)	  in	  tampone	  20mM	  TRIS-­‐HCl	  buffer	  pH	  9.5	  addizionato	  con	  10%	  
acetonitrile.	   I	   segnali	   UV	   registrati	   a	   UV	   260	   nm	   hanno	   permesso	   la	  
quantificazione	  del	  prodotto	  intero	  e	  dei	  prodotti	  ottenuti	  a	  seguito	  del	  taglio.	  	  	  
Sintesi	  del	  veicolo	  
E’	   stata	   messa	   a	   punto	   una	   sintesi	   in	   due	   passaggi,	   sfruttando	   una	  
precedente	  esperienza	  [Citti	  et	  al.,	  2002].	  Nel	  primo	  passaggio,	  6.5	  nmol	  di	  PEI	  
(MW	   25	   KDa	   Sigma-­‐Aldrich)	   in	   tampone	   PBS	   1X	   a	   pH	   7.2,	   reagiscono	   a	   37°C	  
per3	   h	   con	   650	   nmol	   del	   crosslinker	   eterobifunzionale	   succinimidyl	   4-­‐[N-­‐
maleimidomethyl]cyclohexane-­‐1-­‐carboxylate	  (SMCC)	  disciolto	  in	  DMSO.	  
L’SMCC	  non	  reagito	  è	  stato	  rimosso	  tramite	  filtrazione	  con	  appositi	  filtri	  con	  
cut-­‐off	  di	  peso	  molecolare	  da	  10000,	  centrifugando	  a	  10000	  	  rpm	  per	  20	  min	  a	  
18°C	  (Microcon	  YM10,	  Millipore).	  	  
La	  PEI	  con	  la	  porzione	  maleimmidica	  attivata	  è	  stata	  fatta	  reagire	  per	  12	  ore	  
a	   temperatura	   ambiente	   con	   650	   nmol	   del	   frammento	   cisteinilato	   della	   terza	  
elica	  dell’omeodominio	  del	   fattore	  di	   trascrizione	  antennapedia	  da	  Drosophila	  
Melanogaster	  (A41)	  la	  cui	  sequenza	  è	  CRQIKIWFQNRRMKWKK	  (Espikem,	  Italy).	  
La	   purificazione	   finale	   è	   stata	   ottenuta	   con	   un’ulteriore	   filtrazione	   da	   45	  
min	  a	  10000	  rpm	   ,	  a	  18°C	  usando	  gli	   stessi	   filtri	  visti	   in	  precedenza:	   in	  questo	  
modo	  si	  elimina	  l’A41	  non	  reagito.	  	  
Il	   prodotto	   purificato	   è	   stato	   quantificato	  misurandone	   l’assorbanza	   a280	  
nm	  (CARY	  100,	  Varian).	  
	  
Rilascio	  dell’	  “OligoF”	  in	  cellule	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  veicolo	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Le	  cellule	  HeLa	  sono	  state	  coltivate	   in	  accordo	  con	   i	  metodi	  convenzionali	  
standard	  usando	  mezzo	  DMEM	  addizionato	  con	   il	  10%	  di	  FBS,	   (Fetalclone).	  24	  
ore	  prima	  della	  trasfezione	  400,000	  cellule	  sono	  state	  seminate	  in	  piastre	  Petri	  
di	   30	  mm	   di	   diametroin	   un	   volume	   di	   2	  ml	   di	  mezzo	   completo.	   Le	   trafezioni	  
sono	  state	  eseguite	  sostituendo	  il	  mezzo	  con	  1	  ml	  di	  mezzo	  fresco	  senza	  siero	  e	  
contente	   il	   complesso	   veicolo/	   oligonucleotide	   fluorescente	   (Oligo	   F)alla	  
concentrazione	   opportuna.	   Dopo	   6	   ore,	   è	   stato	   aggiunto	   1	   ml	   di	   mezzo	  
completo	   in	  modo	   da	   riportare	   le	   colture	   nelle	   condizioni	   standard.	   Dopo	   24	  
ore	   le	   cellule	   sono	   state	   tripsinizzate,	   centrifugate	   per	   ottenere	   il	   pellet,	   e	  
risospese	  il	  PBS	  in	  modo	  da	  poterle	  analizzare	  al	  FACS.	  	  
	  
Isolamento	  di	  VSMC	  e	  colture	  cellulari	  primarie	  
Le	  coronarie	  sono	  state	  dissezionate	  dal	  miocardio	  di	  maialedi	  8	  mesi	  (Sus	  
scrofa	   domestica):	   sono	   state	   seguite	   le	   leggi	   locali	   e	   le	   direttive	   etiche.	   Le	  
VSMC	   dalla	   tunica	   media	   sono	   state	   isolate	   per	   digestione	   enzimatica	   in	  
accordo	   con	   il	  metodo	   descritto	   da	   Christen	   et	   al.	   [1999]	   e	   coltivate	   inmezzo	  
DMEM	   HG	   (GIBCO)	   contenente	   il	   10%	   FBS	   (Fetalclone).	   Tutti	   gli	   esperimenti	  
riportati	  sono	  stati	  eseguiti	  usando	  cellule	  fra	  il	  secondo	  e	  il	  sesto	  passaggio.	  	  
	  
Trasfezione	  degli	  oligonucleotidi	  nelle	  VSMC	  	  
Il	  protocollo	  di	  rilascio	  degli	  oligonucleotidi	  è	  stato	  ottimizzato	  utilizzando	  il	  
veicolo	   A41-­‐PEI	   e	   l’oligonucleotide	   fluorescente	   OligoF.	   La	   quantità	   di	  
oligonucleotide	   caricato	   sul	   veicolo	   è	   stato	   selezionato	   testando	   le	   migliori	  
condizioni	   di	   trasfezioni	   utilizzando	   variabili	   quantità	   nel	   rapporto	   N/P	  
(rapporto	  teorico	  fra	  ammine	  e	  gruppi	  fosfato).	  Le	  VSMC	  sono	  state	  seminate	  in	  
piastre	  da	  12	  pozzetti	  alla	  densità	  di	  100,000	  cellule/pozzetto.	  Dopo	  24	  ore,	  è	  
stato	   aggiunto	   del	   mezzo	   fresco	   addizionato	   con	   il	   10%	   di	   FBS	   e	   con	   il	  
complesso	   veicolo-­‐oligonucleotide,	   con	   concentrazione	   di	   ribozima	   o	   di	  
OligoFpari	   a	  250	  nM.	  Dopo	  24	  ore,	   le	   cellule	   sono	   state	   lavate	   in	  PBS	  e	  poi	  o	  
coltivate	   per	   i	   successivi	   saggi	   biologici,	   o	   fissate	   per	   le	   analisi	   in	  
immunofluorescenza,	   o	   raccolte	   dopo	   trattamento	   con	   tripsina	   per	   analisi	   al	  
citofluorimetro	  o	  saggio	  biomolecolari.	  	  
Analisi	  in	  immunofluorescenza	  	  
Le	  analisi	   in	   immunofluorescenza	  dono	  state	  eseguitesu	  cellule	  cresciute	  e	  
trasfettate	  su	  vetrini	  da	  microscopio.	  Le	  cellule	  sono	  state	  fissate	  a	  4	  °C	  per	  30	  
min	  con	  il	  2%	  paraformaldeide	  in	  PBS	  e	  le	  immagini	  di	  fluorescenza	  sono	  state	  
registrate	  usando	  un	  microscopio	  DMLB	  (Leica	  Microsystems).	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Analisi	  citofluorimetrica	  	  
Le	  cellule	  raccolte	  con	  tripsina	  dopo	   il	   trattamento	  con	   l’OligoF,sono	  state	  
lavate	  con	  300	  µl	  di	  glicina	  100	  mM	  in	  PBS,	  centrifugate	  e	  sospese	  in	  300	  µl	  di	  
tampone	   PBS.	   La	   sospensione	   di	   cellule	   è	   stata	   analizzata	   attraverso	   un	  
citofluorimetro	   (FACScalibur,	   Becton	   Dickinson)	   è	   l’interpretazione	   dei	   dati	   è	  
stata	  eseguita	  utilizzando	  il	  programma	  Cell	  Quest	  analysis	  (Becton	  Dickinson).	  	  
Saggio	  di	  citotossicità	  	  
Per	   la	   determinazione	   della	   vitalità	   delle	   cellule,	   le	   VSMC	   sono	   state	  
seminate	   in	  piastre	  da	  96	  pozzetti	   alla	   densità	  di	   1000	   cellule	  per	  pozzetto,	   il	  
100	  µL	   di	  mezzo	   completo	  per	   pozzetto.	  Dopo	  24	  ore	  dalla	   semina,	   le	   cellule	  
sono	   state	   trasfettate	   come	  descritto	   sopra,	   e	   a	   intervalli	   di	   24	  ore	  20	  µL	  del	  
reagente	  	  3-­‐(4.5-­‐dimethylthiazole-­‐2-­‐yl)-­‐2.5-­‐diphenyl	  tetrazolium	  bromide	  (MTT)	  
(CellTiter	   96®	   Cell	   Proliferation	   Assay,	   Promega)	   sono	   stati	   aggiunti	   a	   ogni	  
pozzetto.	   Dopo	   2	   ore	   di	   incubazione	   a	   37°C,	   per	   permettere	   la	   reazione	  
colorimetrica,	   è	   stata	   misurata	   l’assorbanza	   in	   un	   ettore	   di	   piastre	  
appositamente	  programmato.	  (Fluostar	  Omega,	  BMG	  Labtech).	  In	  accordo	  con	  
le	   istruzioni	  del	  produttore,	   in	  queste	  condizioni	   la	  quantità	  di	   formazano	  che	  
viene	  prodotto	  dalla	   reazione	  colorimetrica	  e	  che	  viene	  misurato	  a	  490	  nm,	  è	  
direttamente	  proporzionale	  al	  numero	  di	  cellule	  viventi.	  Il	  test	  di	  vitalità	  è	  stato	  
condotto	   su	   cellule	  non	   trattate	   e	   trattate	  utilizzando	   tre	   concentrazioni	   (115	  
nM,	  220	  nM,	  330	  nM)	  sia	  del	  ribozima	  attivo	  che	  inattivo.	  Tutte	  le	  misure	  sono	  
state	  eseguite	  in	  triplicato.	  	  
	  
Wound	  assay	  
Le	  VSMC	  sono	  state	  seminate	  e	  trasfettate	  con	  250	  nM	  di	  ribozima	  attivo	  e	  
inattivo	   in	  piastre	  da	  12	  pozzetti,	   come	  descritto	   in	  precedenza.	  Dopo	  24	  ore	  
dalla	   trasfezione,	   sul	   tappeto	   di	   cellule	   è	   stato	   eseguito	   un	   taglio,	   che	   simula	  
una	  ferita.	  Poi,	  sono	  stati	  aggiunti	  10	  ng	  di	  PDGF-­‐BB	  ai	  pozzetti	  per	  ogni	  ml	  di	  
mezzo.	  Dopo	  24	  ore	   le	   cellule	   sono	  state	   fissate	  con	   formalina	  e	  colorate	  con	  
una	   soluzione	   di	   cristal	   violetto.	   Un	   apposito	   programma	   per	   l’analisi	   di	  
immagini	   (Optiquant,	   Packard	   Instruments)	   ha	   permesso	   la	   quantificazione	   di	  
cellule	  che	  sono	  migrate	  all’interno	  del	  taglio.	  	  	  
Saggio	  di	  chemotassi	  	  
La	   chemotassi	   è	   stata	  misurata	  usando	   il	   kit	   Cultrex®	  Cell	  Migration	  Assay	  
(Trevigen	  Inc.)	  in	  accordo	  con	  le	  istruzioni	  del	  produttore.	  Brevemente,	  questo	  
saggio	   utilizza	   una	   versione	   semplificata	   delle	   “boyden	   chamber”	   progettate	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con	  una	  membrana	  da	  8	  micron	  di	  polyethylene	  terephthalate	  (PET).	   Il	   fattore	  
di	   PDGF-­‐BB	   (10	   ng/mL)	   è	   stato	   usato	   come	   chemoattrattore.	   Il	   rilevamento	  
delle	   cellule	   migrate	   è	   stato	   effettuato	   quantificando	   la	   Calcein	   AM	  
(acetomethylester).	   La	   Calcein	   AM	   è	   interanalizzata	   dalle	   cellule	   è	   le	   esterasi	  
intracellulari	  scindono	  l’AM.	  La	  Calcein	  libera	  emette	  fluorescenza	  e	  la	  misura	  di	  
questa	   è	   usata	   per	   quantificare	   il	   numero	   di	   cellule	   che	   sono	   migrate,	  
sfruttando	  una	   retta	  di	   calibrazione	  appositamente	  costruita.	   In	  ogni	  pozzetto	  
sono	   state	   seminate	   .	   50	   000	   cellule	   per	   pozzetto.	   La	   piastre	   sono	   state	   lette	  
attraverso	   un	   Microplate	   Luminometer	   (Glomax	   Multi	   Detection	   System	   –	  
Promega)	  usando	  l’ecittazione	  a	  485	  nm	  e	  l’emissione	  a	  	  520	  nm.	  	  
Real	  Time	  PCR	  Quantitative	  	  
I	  primer	  sono	  stati	  disegnati	  per	  produrre	  un	  prodotto	  di	  amplificazione	  da	  
137	   bp	   dall’	   mRNA	   codificante	   per	   PDGFR-­‐β	   mRNA,	   comprendente	   il	   sito	   di	  
taglio	   del	   ribozima	   hammerhead.	   Le	   sequenze	   sono	   forward	   primer	   5’	  
GACGCCGTGCAA	  3’	  and	  reverse	  primer	  5’GACAGCGCGATCTC	  3’.	  Un	  prodotto	  di	  
simili	  dimensioni	  ottenuta	  dal	  gene	  housekeeping	  β-­‐actinahousekeeping	  è	  stato	  
usato	   come	   riferimento.	   I	   primer	   usati	   sono	   stati:	   forward	  
5’CCAACCGCGAGAAGATGA	   3’	   and	   reverse	   CCAGAGGCGTACAGGGATAG	   3’.	  
L’RNA	   è	   stato	   estratto	   da	   campioni	   di	   controllo	   non	   trattati	   o	   da	   campioni	  
trattati	   per	   24	   ore	   con	   i	   ribozimi	   	   usando	   l’	   RNAeasy	   extraction	   kit	   (Qiagen).	  
Aliquote	   contenenti	   1µg	   di	   RNA	   totale	   sono	   stati	   retrotrascritti	   usando	   il	   kit	  
QuantiTect	   reverse	   transcription	   (Qiagen)	   seguendo	   le	   istruzioni	   fornite	   dal	  
produttore.Lareal-­‐Time	   PCR	   Quantitativa	   (qRT-­‐PCR)	   è	   stata	   eseguita	   su	   un	  
LightCycler	   480	   (Roche	   Applied	   Science).	   Le	   reazioni	   sono	   state	   eseguite	  
utilizzando	   il	   kit	   LightCycler	   480	   SYBR	   Green	   I	   Master	   (Roche)	   in	   condizioni	  
standard.	  La	  quantificazione	  relativa	  dell’mRNA	  è	  stata	  calcolata	  con	  il	  metodo	  
delle	   curve	   standard.	   I	   valori	   del	   trascritto	   sono	   stati	   normalizzati	   con	   quelli	  
ottenuti	  dalla	  β-­‐actin	  (internal	  control).	  Ogni	  punto	  rappresenta	  la	  media	  ±	  SE	  di	  
almeno	  tre	  esperimenti	  indipendenti.	  	  
Western	  Blot	  delle	  proteine	  fosforilate	  	  
Le	  proteine	  sono	  state	  estratte	  da	  VSMC	  trattate	  o	  non	  trattate	  con	  inibitori	  
oligonucleotidici	   e	   stimolate	   per	   10	   minuti	   con	   PDGF-­‐BB.	   Il	   contenuto	   di	  
proteine	   è	   stato	   quantificato	   utilizzando	   il	   metodo	   della	   BCA	   (bicinchoninic	  
acid).	   Le	   proteine	   sono	   state	   separate	   su	   2D-­‐PAGE	   in	   accordo	   coi	   protocolli	  
standard,	  e	  trasferite	  su	  membrana	  di	  nitro	  cellulosa(Hybond-­‐C,	  Amersham	  Life	  
Science).	   Le	  membrane	   sono	   state	   incubate	  overnight	  a	  4°C	   con	  un	  anticorpo	  
monoclonale	   anti-­‐fosfotirosina	   (IgG2b;	   Santa	   Cruz	   Biotechnology)	   diluito	  
1:1,000	  in	  3%	  BSA,	  0.1%	  Tween-­‐20	  in	  PBS	  e	  poi	  con	  un	  anticorpo	  coniugato	  con	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HRP	   anti-­‐mouse	   IgG	   (Santa	   Cruz	   Biotechnology),	   diluito	   1:3,000,	   per	   1	   h	   a	  
temperatura	  ambiente.	   La	   chemiluminescenza	  è	   stata	  misurata	  utilizzando	  un	  
kit	   a	   ECLTM	   Detection	   Kit	   (Amersham	   Biosciences)	   seguendo	   le	   istruzioni	   del	  
produttore.	  
	  
Sintesi	  e	  purificazione	  del	  decoy	  Elk-­‐1	  e	  dell’oligonucleotide	  fluorescente.	  
	  
La	  sequenza	  del	  DNA	  è	  stata	  ottenuta	  dallo	  studio	  riportato	  dal	  lavoro	  di	  Janknecht	  
[30].	  
La	  sequenza	  a	  DNA	  5’	  AGC	  TGA	  ATA	  ACC	  GGA	  AGT	  AAC	  TCA	  TAG	  AAG	  GAT	  GAG	  TTA	  CTT	  
CCG	  GTT	  ATT	  CAG	  CT	  3’	  è	  stata	  sintetizzata	  utilizzanda	  la	  chimica	  delle	  fosforoammiditi	  
in	  un	  sintetizzatore	  di	  acidi	  nucleici	  AB	  3400	  (Applied	  Biosystems)	  utilizzando	  protocolli	  
da	   noi	   ottimizzati	   per	   tempi	   e	   numero	   di	   cicli	   di	   appaiamento	   degli	   nucleotidi.	   Il	  
prodotto	   grezzo	   è	   stato	   deprotetto	   per	   trattamento	   con	   2	   mL	   di	   33%	   idrossido	  
d’ammonio	   Sigma-­‐Aldrich)	   a	   55°C	   per	   12	   ore	   e	   in	   seguito	   portato	   a	   secco	   per	  
liofilizzazione.	   Il	   prodotto	   ottenuto	   è	   stato	   purificato	   per	   cromatografia	   HPLC	   semi-­‐
preparativa	  a	  scambio	  su	  una	  colonna	  1.6x10	  cm	  Source®	  15Q	  (GE	  Healthcare)	  eluito	  a	  6	  
mL/min	  con	  un	  gradiente	  lineare	  di	  30	  minuti	  da	  0.25	  a	  0.75M	  NaCl	  in	  20mM	  tampone	  
TRIS-­‐HCl	  addizionato	  con	  il	  10%	  acetonitrile	  (v/v)	  e	  il	  cromatogramma	  è	  stato	  acquisito	  
alla	   lunghezza	   d’onda	   di	   260	   nm.	   Una	   singola	   frazione,	   corrispondente	   al	   picco	  
principale	   è	   stata	   raccolta	   e	   purificata	   dai	   sali	   attraverso	   cromatografia	   per	   gel	  
filtrazione	   con	   corsa	   in	   una	   colonna	   Sephadex	   G25	   in	   acqua	   sterile.	   La	   corsa	   è	   stata	  
monitorata	  sia	  in	  assorbanza,	  alla	  lunghezza	  d’onda	  di	  254	  nm,	  che	  per	  conduttività.	  Il	  
prodotto	  finito	  e	  purificato	  è	  stato	  infine	  quantificato	  misurandone	  l’assorbanza	  a	  260	  
nm	   in	   uno	   spettrofotometro	   UV-­‐VIS	   spectrophotometer	   (FluoSTAR).	   Lo	   stesso	  
oligonucleotide	  è	  stato	  inoltre	  sintetizzato	  come	  molecola	  fluorescente,	  utilizzando	  una	  
colonna	  di	  reazione	  fluoresceinata	  (Glen	  Research).	  Tale	  oligonucleotide	  fluorescente	  è	  
stato	  progettato	  per	  verificare	   l’efficienza	  di	   incorporazione	  degli	  oligonucleotidi	  negli	  
EMHV	  e	  per	  le	  misure	  al	  microscopio	  confocale.	  	  
Preparazione	   degli	   Erythro-­‐Magneto-­‐HA	   Virosome(EMHV)	   di	   origine	  
suina	  
	  
Campioni	   di	   sangue	   suino	   sono	   stati	   ottenuti	   dalla	   vena	   auricolare	   di	   animali	   di	  
animali	  da	  esperimento	  nel	  rispetto	  delle	  norme	  etiche.	  Il	  campione	  è	  stato	  raccolto	  in	  
presenza	   dell’anticoagulante	   litio/eparina	   e	   conservato	   in	   ghiaccio	   fino	   all’utilizzo.	  Gli	  
eritrociti	  di	  maiale	  sono	  stati	  ottenuti	  per	  centrifugazione	  a	  400	  g	  per	  30	  minuti	  e	  poi	  
lavati	  due	  volte	  inPBS	  1X	  (1.37	  M	  NaCl,	  57	  mM	  KCl,	  54	  mM	  Na2HPO4,	  45	  mM	  KH2PO4	  pH	  
7.4).	  2x109eritrociti	  sono	  stati	  lisati	  in	  250	  µl	  di	  lysis	  buffer	  (10	  mM	  TRIS,	  0.1	  mM	  EDTA,	  
1	  mM	  MgCl2	  at	  pH	  7.2)	  per	  60	  min	  a	  0°C.	  L’isotonicità	  della	  soluzione	  è	  stata	  a	  questo	  
punto	  ripristinata	  aggiungendo	  130	  µl	  di	  resealing	  buffer	  (65	  µl	  di	  10	  X	  PBS	  pH	  7.4	  e	  65	  
µl	  di	  15	  mM	  MgCl2),	  in	  cui	  si	  aggiungono	  0.1	  mg	  di	  nanoparticelle	  superparamagnetiche	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marcate	   di	   rosso	   da	   100	   nm	   (nano-­‐screenMAG,	   Chemicell),	   1	   mg	   della	   glicoproteina	  
Hemagglutinin	  (HA)	  ottenuta	  dallaBordetella	  pertussis	   (Sigma-­‐Aldrich)	  e	  1	  mg	  di	  decoy	  
Elk-­‐1.	   La	   sospensione	   è	   stata	   incubata	   per	   45	  minuti	   a	   37°C	   sottoponendo	   a	   delicata	  
agitazione.	  Gli	  EMHV	  vengono	  a	  questo	  punto	  raccolti	  per	  centrifugazione	  a	  8000	  g	  per	  
15	  min	   a	   4°C.	   Successivamente	   gli	   eritrociti	   sono	   stati	   lavati	   due	   volte	   con	   PBS1Xper	  
centrifugazione	  a	  8000	  g	  per	  15	  min	  at	  4°C,	  risospesi	  in	  PBS	  1X	  e	  conservati	  a	  4°C.	  	  
	  
Analisi	   HPLC	   degli	   oligonucleotidi	   fluorescenti	   intrappolati	   all’interno	  
degli	  EMHV	  
	  
2*109	  Erythro-­‐Magneto-­‐HA	  Virosome	  sono	  stati	   incubati	  con	  1	  ml	  di	   lysis	  buffer	  in	  
modo	   da	   rilasciare	   l’oligonucleotide	   fluorescente	   incorporato	   e	   sono	   stati	   in	   seguito	  
centrifugati	   a	   10,000	   rpm	   per	   20	   minuti	   a	   4°C.	   Il	   (Microcon,	   Millipore),	   il	   filtrato	  
ottenuto	  è	  stato	  utilizzato	  per	  l’analisi	  HPLC.	  	  
Soluzioni	  standard	  di	  oligonucleotide	  fluorescente	  da	  20,	  30,	  40,	  50,	  100,	  150,	  200,	  
500,	  1000	  ng	  sono	  state	  preparate	  in	  soluzione	  acquosa	  e	  utilizzate	  per	  l’ottenimento	  di	  
una	  curva	  di	  calibrazione.	  
Le	  soluzioni	   filtrate	  sono	  state	  analizzate	   in	  un	  HPLC	  3000	  Ultimate	  series	   system	  
(Dionex)	   equipaggiato	   con	   un	   detector	   a	   lunghezza	   d’onda	   variabile	   3400	   RS.	   La	  
separazione	   è	   stata	   eseguita	   su	   una	   colonna	   DNA	   Pac	   PA200,	   4x250	   mm	   (Dionex)	  
correndo	  a	  50°C	  e	  flusso	  di	  1	  ml/min	  di	  un	  tampone	  20mM	  TRIS	  	  (Sigma-­‐Aldrich)	  pH	  9,5	  
addizionato	  con	   il	  10%	  of	  acetonitrile	   (Romil),	   la	  durata	  della	  corsa	  è	  di	  25	  minuti	  e	   il	  
gradiente	  lineare	  da	  20	  a	  240	  mM	  NaClO4	  (Sigma-­‐Aldrich).	  Le	  aree	  dei	  picchi	  sono	  state	  
acquisite	   sia	   a	   260	   nm	   che	   a	   633	   nm	   e	   i	   dati	   processati	   utilizzando	   il	   Chromeleon®	  
software	  versione	  6.8	  (Dionex).	  
	  
Saggio	  di	  proliferazione	  
Le	   VSMC	   sono	   state	   seminate	   in	   piastre	   96-­‐wellin	   ogni	   pozzetto	   sono	   state	  
seminate	  1000	  cellule	  con	  200	  µl	  DMEM	  HG,	  e	  10%	  FBS,	  dopo	  24	  ore	  sono	  stati	  aggiunti	  
1*106EMHV	  caricati	  con	   il	  decoy	  Elk-­‐1	   (EMHVs	  Elk-­‐1)	  o	  polietilenimmina	  ramificata	  da	  
25	  kDa	  (PEI,	  Sigma-­‐Aldrich)	  caricata	  con	  il	  decoy	  Elk-­‐1	  Elk-­‐1	  (PEI	  Elk-­‐1).	  Come	  controllo	  
sono	   state	   usate	   sia	   VSMC	   non	   trattate	   che	   VSMC	   incubate	   con	   EMHV	   contenenti	  
solamente	  nanoparticelle	  superparamagnetiche	  (EMVHs	  control).	  Dopo	  24	  ore	  le	  cellule	  
sono	   state	   accuratamente	   lavate,	   staccate	   con	   la	   tripsina,	   e	   contate:	   questo	   è	   stato	  
definito	   sperimentalmente	   il	   tempo	   0	   Successivamente	   le	   cellule	   sono	   state	   contate	  
ogni	  24	  ore	  per	  4	  giorni.	  	  
	  
Wound	  assay	  
9*103	  VSMC	  sono	  state	  seminate	  in	  piastre	  con	  inserti	  da	  35	  mm	  dishes	  (Ibidi)	  con	  
mezzo	   DMEM	   HG	   addizionato	   con	   il	   10%	   di	   FBS	   (mezzo	   completo).	   Dopo	   48	   ore	   le	  
VSMC,	  raggiunta	  una	  confluenza	  del	  70%,	  sono	  state	  incubate	  con	  9*106EMHV	  caricati	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con	   Elk-­‐1,	   per	   24	   hours.	   Gli	   inserti	   sono	   stati	   a	   questo	   punto	   rimossi	   seguendo	   il	  
protocollo	   suggerito	  dalla	  ditta	  produttrice.	  E	   le	   cellule	   sono	  state	   lavate	  con	  PBS	  per	  
rimuovere	   l’eccesso	   di	   EMHV,	   e	   incubate	   con	   mezzo	   completo	   e	   lasciate	   migrare	  
attraverso	  ila	  zona	  priva	  di	  cellule	  lasciata	  dall’inserto.	  Dopo	  24	  ore	  le	  cellule	  sono	  state	  
fissate	  e	  colorate	  con	  una	  soluzione	  cristal	  violetto,	  1.5	  %	  formaldeide.	  Un	  programma	  
dedicato	   per	   l’analisi	   di	   immagini	   (Optiquant,	   Packard	   Instruments)	   ha	   permesso	   la	  
quantificazione	  delle	  cellule	  migrate.	  	  
	  
Analisi	   al	   microscopio	   confocale	   (CLSM)	   degli	   eventi	   di	   fusione	   con	   le	  
cellule	  bersaglio	  
5*104	  VSMC	   sono	   state	   coltivate	   in	   vetrini	   da	   microscopio	   in	   presenza	   di	   5*107	  
EMHV	  caricati	  con	  Elk-­‐1.	  Le	  cellule	  vengono	  poi	  lavate	  	  con	  PBS	  1X	  e	  fissate	  con	  il	  4%	  di	  
paraformaldeide.	   Il	   nucleo	   della	   cellula	   è	   stato	   marcato	   con	   il	   DAPI.	   Le	   immagini	   in	  
fluorescenza	  e	  in	  campo	  invertito	  sono	  state	  ottenute	  con	  un	  microscopio	  Leica	  TCS	  SP5	  
inverted	  microscope	  system,	  equipaggiato	  con	  5	  laser,	  emittenti	  dall’UV	  al	  visibile	  (405	  
Diode,	  Argon,	  HeNe	  543,	  HeNe	  594	   and	  HeNe	  633).	   La	   fluorescenza	  del	  DAPI	   è	   stata	  
visualizzata	  con	  un	  eccitazione	  di	  405	  nm	  e	  un’emissione	  di	  454,	   la	  fluorescenza	  rossa	  
delle	   nanoparticella	   superparamaglnetiche	   all’eccitazione	   di	   543nm	   e	   all’emissione	   di	  
603	   nm,	   la	   fluorescenza	   verde	   dell’oligonucleotide	   Elk-­‐1	   è	   stata	   invece	   misurata	  
all’eccitazione	  di	  488	  nm	  e	  all’emissione	  di	  520	  nm.	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